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RESUMO

COMPLEXOS DE Pd(II) E Pt(Il) CONTENDO TIOSSEMICARBAZONAS
DERIVADAS DO  TIOFENO: SINTESE, CARACTERIZACAO,
INVESTIGACAO DA CITOTOXICIDADE E MODO DE ACAO

Neste trabalho foram sintetizados dez ligantes e 4 complexos de paladio e 2
complexos de platina, os quais sdo inéditos, contendo tiossemicarbazonas
derivadas do tiofeno com o intuito de avaliar o perfil citotoxico frente células
tumorais. Todos os compostos foram caracterizados por condutividade molar,
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *'P{'H}, 'H ¢ BC{!H}, COSY, HMBC ¢
HSQC), Espectroscopia de absorcao no Infravermelho (IV), Espectroscopia de
absorcao no Ultravioleta-Visivel, Andlise elementar, Espectrometria de massas
ESI/MS e Difragdo de raios X em monocristal (DRX). A partir do conjunto de
técnicas foi possivel verificar que os ligantes se coordenaram de forma bidentada
anionica, com exce¢do no complexo PtT o qual se coordenou de forma neutra, via
atomos de nitrogénio e enxofre da tiossemicarbazona e os demais sitios sdo
ocupados por um ligante clorido e uma trifenilfosfina. Os compostos foram
submetidos a ensaios de estabilidade em DMSO, os quais sugeriram a
permanéncia do ligante clorido na esfera de coordenagdo. Posteriormente a sua
citotoxicidade foi avaliada pelo método MTT frente as linhagens celulares
tumorais DU-145 (prostata), A549 (pulmao), MDA-MB-231 (mama), A2780 Cis
(ovéario) e nao tumoral MRCS5 (pulmio). Os ligantes se mostraram inativos em
todas as linhagens celulares testadas enquanto os complexos se mostraram mais
promissores frente as linhagens tumorais A549 e A2780 Cis. O composto PdT
apresentou comportamento citostatico frente a linhagem tumoral A549 enquanto
o composto PACH; exibiu comportamento citotdxico frente a linhagem tumoral
A2780 Cis. Para explorar um possivel alvo biologico, ensaios de interacdo com o
DNA foram realizados. Indicando que os complexos interagiram com o DNA

somente em altas concentragdes (100 uM), além disso, sugerem que a via de
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interagdo seja eletrostatica e/ou via sulco com o DNA. Adicionalmente, estes
compostos ndo foram capazes de inibir a agdo das enzimas topoisomerase Ila e
[IB, porém os complexos de platina inibiram a topoisomerase I em todas as
concentragdes avaliadas (0,1-100 uM). O composto mais promissor PdCHj;
proporcionou o acimulo de células na fase sub-G1 do ciclo celular, o que pode
ser indicio de inducao de apoptose. Ademais, este complexo foi capaz de inibir o
fechamento de ferida em ensaios de Wound Healing, alterou significativamente a
morfologia celular e reduziu a formagdo do nimero de coldnias. Tais dados
representam uma capacidade efetiva dos complexos de paladio em afetar a
viabilidade celular de células cancerosas, indicando que as estruturas propostas

apresentam propriedades bioldgicas promissoras.
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ABSTRACT

Pd(II) AND PT(II) COMPLEXES CONTAINING THIOSSEMICARBAZONES
DERIVED FROM THIOPHENE: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION,
CYTOTOXICITY AND MODE OF ACTION INVESTIGATION

In this work, ten ligands and four palladium and two platinum complexes
containing thiosemicarbazones derived from thiophene were synthesized in order
to evaluate their cytotoxic profile against tumor cells. The compounds were
characterized by molar conductivity, Nuclear Magnetic Resonance (*'P{'H}, 'H
and BC{'H} NMR, COSY, HMBC, and HSQC), Infrared (IR) Absorption
Spectroscopy, Ultraviolet-Visible Absorption Spectroscopy, Elemental analysis,
ESI/MS Mass Spectrometry, and Single Crystal X-ray Diffraction (XRD). From
the set of techniques, it was possible to verify that the ligands coordinated in an
anionic bidentate form, with the exception of the PtT complex, which coordinated
in a neutral form, via nitrogen and sulfur atoms of the thiosemicarbazone and the
other sites are occupied by a chloride ligand and a triphenylphosphine. The
compounds were subjected to stability tests in DMSO, which suggested the
permanence of the chloride ligand in the coordination sphere. Afterwards its
cytotoxicity was evaluated by the MTT method against the tumor cell lines DU-
145 (prostate), A549 (lung), MDA-MB-231 (breast), A2780 Cis (ovary) and non-
tumor cell line MRCS5 (lung). The ligands were inactive in all cell lines tested,
while the complexes were more promising concerning the A549 and A2780 Cis
tumor lines. The most cytotoxic compound PdT showed cytostatic behavior
against the AS549 tumor lineage, while the PdCH; compound exhibited
antimetastatic and cytotoxic behavior against the A2780 Cis cell line. To explore
a possible biological target, DNA interaction assays were performed. These data
indicate that the complexes interacted with DNA only at high concentrations (100
uM). Moreover, they suggest that the interaction pathway is electrostatic and/or

via groove binding with DNA. Additionally, they could not inhibit the action of
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topoisomerase Ila and II enzymes. However, the platinum complexes inhibited
topoisomerase I at all concentrations evaluated (0.1-100 uM). The most
promising compound, PACH3, provided the accumulation of cells in the sub-G1
phase of the cell cycle, which may indicate induction of apoptosis. Furthermore,
this complex inhibited wound closure in Wound Healing assays and significantly
altered cell morphology. Such data represent an effective ability to affect the cell
viability of cancer cells. These results indicate that the synthesized palladium

compounds have an encouraging biological activity.
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Capitulo 1 - INTRODUCAO

1.1 - Cancer

Neoplasia ¢ o termo utilizado para descrever a proliferagcdo
descontrolada de células, este crescimento desordenado gera um acimulo celular,
o tumor, o qual pode ser benigno ou maligno. A definicdo cientifica de cancer se
refere especificamente ao acimulo celular maligno. O cancer representa um
conjunto de doencas que possuem em comum o crescimento desordenado de
células que sofreram mutagdes genéticas.! Como uma das consequéncias do
comportamento anormal adquirido por células alteradas, ocorre uma maior
necessidade de adquirir nutrientes para a manutengdo e multiplicagdo celular, a
qual transcorre de forma constante, devido a isso, surgem novos vasos sanguineos
em um processo denominado de angiogénese.?

As células cancerosas podem exibir a capacidade de se desprender
do tumor primdario e migrarem a tecidos vizinhos. A partir dessa migragao, as
c¢lulas podem ter acesso ao interior de vasos sanguineos ou linfaticos, e esses
podem servir como meio de transporte para sua disseminagdo para Orgaos
distantes, dando origem a tumores secundarios, sendo caracterizado como

metastase, o qual esta representado na Figura 1.1.% 34
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FIGURA 1.1 - Representa¢ido do processo de metastase.*
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Os processos de angiogénese e metastase estdo diretamente
correlacionados, uma vez que o crescimento dos tumores ¢ proveniente da
vascularizagdo. Desta forma, os farmacos capazes de inibir a angiogénese podem
ser usados como agentes antineopléasicos, como o Bevacizumab empregado no
tratamento de cincer colorretal.” A metastase é um dos fatores que dificultam o
tratamento do cancer, uma vez que o material canceroso pode se espalhar por
diversas partes do organismo. O nimero de casos de cancer vem crescendo ano a

ano.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima 625 mil casos novos
de cancer para cada ano do triénio 2020-2022, sendo que dentre os tipos mais
incidentes estdo os de mama correspondente a 66.280 mil casos novos e o de
prostata referente a 65.840 mil casos novos. As incidéncias relacionadas aos
demais tipos de cancer estao descritas na Figura 1.2. O cancer € responsavel por
uma alta mortalidade, o que ¢ evidenciado pelos dados estatisticos provenientes

do INCA, os quais revelaram que em 2019 o cancer de mama totalizou 18.068

obitos, enquanto o cancer de prostata estava relacionado a 15.983 6bitos.°

Localizagao primaria Casos % Localizagao primaria Casos %
Prostata 65.840 29,2% Mama feminina 66.280 29,7%
Colon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulméo 17.760 7,9% Colo do Utero 16.590 7,4%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia, bronquio e pulmdo ~ 12.440  95.6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%
Bexiga 7590  3,4% Ovério 6650  3.0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linforma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

FIGURA 1.2 - Incidéncia de cancer no Brasil para o triénio 2020-2022.°

Os tipos de tratamento para o cincer se baseiam na cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia, imunoterapia, terapia-alvo e o
transplante de medula 6ssea. Dentre esses, os tipos de tratamento mais comuns se
baseiam na cirurgia, a qual consiste na remog¢ao dos tumores com eficacia, mas
somente ¢ indicada nos casos em que ndo hd metastase. Ja a radioterapia pode ser
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aplicada em conjunto com a cirurgia para otimizagao do tratamento ou de forma
isolada, podendo diminuir tumores grandes e as chances de metéastase. A
quimioterapia destaca-se pela sua efetividade, uma vez que pode ser aplicada em
tumores localizados ou metastaticos. Essa consiste na administracdo de farmacos
com a finalidade de exterminar somente as células neoplasicas preservando as
normais. Porém, a maioria dos agentes antineopldsicos atuam de forma nao-
especifica atingindo tanto células tumorais quanto células saudaveis, o que esta
diretamente relacionado com a presenga dos efeitos colaterais. Uma classe de

quimioterapicos de grande sucesso sdo os compostos a base de platina.'’®

1.2 - Farmacos a base de platina

Dentre os compostos de coordenagdo atuantes como
quimioterapicos, a cisplatina € o mais antigo e foi amplamente estudado devido a
sua eficacia no tratamento do cancer de testiculo representando uma taxa de cura
de 90% nos casos diagnosticados na fase inicial. Adicionalmente, o farmaco se
mostrou eficaz frente a outros tipos de cancer como de ovario, pulmao, colorretal,
melanoma, dentre outros. Apesar de esforgos cientificos, o mecanismo de ag¢ao da
cisplatina ainda ndo € totalmente elucidado, mas estudos indicaram que o
composto ao entrar nas células por difusdo passiva ou ativa, com o auxilio de
transportadores de cobre, sofre sucessivas reagdes de hidrolise, gerando espécies
metalicas mais susceptiveis a realizar reagdes com os alvos celulares. O processo
de hidrdlise somente ¢ favorecido no meio intracelular devido a baixa

concentragio de cloreto como demonstrado na Figura 1.3.°
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FIGURA 1.3 - Mecanismo de a¢do proposto para o farmaco Cisplatina.®

A alta eficacia citotoxica demonstrada pela cisplatina € oriunda da
capacidade em estabelecer ligagdes covalentes com 0 DNA por meio dos atomos
de N7 das bases purinas (G ou A) situados no sulco maior, os quais sao
considerados sitios preferenciais por serem mais acessiveis € mais nucleofilicos,
quando comparados com os demais atomos de nitrogénio.” A partir dessas
ligacdes formam-se adutos inter e intra-fita, os quais induzem mudancas
conformacionais na dupla hélice. Essas mudangas sdao reconhecidas por algumas
enzimas, as quais podem reparar estruturalmente o DNA ou desencadear o
processo de apoptose.'® Apoptose é um processo natural de defesa das células, que
consiste em uma morte celular programada, funcionando como uma
autodestruicao. Este processo pode ser caracterizado por eventos morfoldgicos
como condensacao nuclear e citoplasmatica. Isso leva a fragmentacado das células
em particulas fechadas por membranas, denominadas corpos apoptoticos,
contendo organelas e por¢des do nucleo intactas. Estes corpos apoptoticos sdao

entdo rapidamente reconhecidos, ingeridos e degradados por fagdcitos



profissionais ou células vizinhas, o que impede processos inflamatorios

indesejaveis como observados no processo de necrose.!!

Apesar da citotoxicidade pronunciada da cisplatina, estudos
mostraram que seu o uso esta vinculado ao desenvolvimento de resisténcia celular
intrinseca ou adquirida durante o tratamento.!? No primeiro caso, ¢ proposto que
os fatores que medeiam a resisténcia ja estejam presentes em células tumorais, o
que tornaria a terapia ineficaz. J4 o processo de resisténcia adquirida ¢
caracterizado pela ocorréncia de mutagdes em células tumorais como
consequéncia do tratamento, as quais podem ativar vias de sinalizacao
compensatorias e impossibilitar resposta ao tratamento.'?

Nesse contexto, o complexo de paladio derivado do 2-acetil piridina
e 4N-etil tiossemicarbazona foi capaz de superar a resisténcia a cisplatina de
células de cancer de ovario. O composto [Pd(Ac4Et),] apresentou ICsy de 0,30 +
0,08 ng/ml frente a linhagem tumoral de ovario SKOV-3, a qual exibe resisténcia
intrinseca. Este também se mostrou promissor em relagdo a linhagem tumoral de
ovario A2780cisR caracterizada por resisténcia adquirida a cisplatina, o qual
exibiu ICsp de 0.21 + 0.08 ng/ml.'*

Além da problematica de resisténcia celular, estudos evidenciaram
que o uso da cisplatina também estava associado a efeitos colaterais adversos tais
como nefrotoxicidade, ototoxicidade, neurotoxicidade, dentre outros.!? Esses
fatores limitam o uso da cisplatina e instigam o desenvolvimento de novos
compostos com a finalidade de contornar esses problemas.

Incialmente os compostos eram muito semelhantes estruturalmente a
Cisplatina, como a Carboplatina, a qual se diferenciava pela presenca de um
ligante dicarboxilato bidentado ao invés de atomos de cloro, os quais sdo ligantes
labeis. A substituicao por um grupo de saida mais estavel promoveu a redugao da
toxicidade, pois tornou a cinética de ativacao do complexo mais lenta. Entretanto

os adutos formados entre a carboplatina e 0o DNA necessitam de uma concentragao



maior ¢ sdo idénticos aos observados para a cisplatina. Nesse contexto, o
desenvolvimento de outros analogos de platina mais estaveis, devido a presenga
de dois anéis quelatos, como a Oxaliplatina forneceu menos adutos de DNA do
que a cisplatina e demonstrou uma atividade relativamente melhor em linhagens
celulares resistentes. Vale ressaltar que Oxaliplatina também apresentou como
vantagem o fato do seu uso nao estar associado a efeitos colaterais como
nefrotoxicidade.!* Em trabalhos mais atuais, foi proposto que a oxaliplatina atua
através de um mecanismo de acao distinto da cisplatina, no qual o DNA nao ¢
considerado alvo primordial da mesma. Os autores sugeriram que a perturbacao
da biogénese do ribossomo ¢ funcionalmente importante para mediar a morte

celular.’®

Embora tenham surgido outros andlogos da cisplatina, os quais estdo
representados na linha temporal da Figura 1.4, problematicas semelhantes ainda
permaneceram. A analogia estrutural cis entre a cisplatina e seus derivados ¢
relevante, uma vez que foi visto que os compostos trans correspondentes

apresentavam pouca ou nenhuma atividade antitumoral.'%!”
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FIGURA 1.4 - Compostos a base de platina usados no tratamento de cancer.’



Em suma, estudos revelaram que efeitos colaterais como a
nefrotoxicidade e a inativacao do complexo antes mesmo de chegar ao DNA estao
relacionados com a liga¢do entre o complexo de platina e proteinas ou peptideos. '
Preferencialmente, ocorre a ligagdo da platina com proteinas contendo o grupo
tiol como a albumina (HSA) que ¢ a mais abundante na corrente sanguinea
humana. Estudos evidenciaram que as principais interagdes entre a cisplatina e a
HSA envolve a ligagdo Pt-S da cisteina, uma vez que o metal ¢ considerado um
acido mole de acordo com a teoria de Pearson e por isso tem uma maior afinidade
com um atomo de enxofre, por ser uma base mole, ao invés do nitrogénio,
pertencente as nucleobases do DNA. %1

Além do centro metélico, a escolha dos ligantes ¢ de extrema
relevancia na atividade anticancer de agentes antineopldsicos, uma vez que esses
sao capazes de modular propriedades como reatividade e lipofilicidade dos
compostos.?*?! Dentre os ligantes promissores, destaca-se as tiossemicarbazonas
por estarem presentes em agentes quimioterapicos potencialmente tUteis para

inibir as atividades das células cancerosas.

1.3 - Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (TSC) pertencem a classe de moléculas
organicas denominada de Bases de Schiff, as quais sdo constituidas por um grupo
azometino (C=N). O mesmo ¢ proveniente da reacao de condensacdo entre uma
amina primdria oriunda da tiossemicarbazida e o grupo carbonila de um aldeido
ou cetona, como elucidado na Figura 1.5.22* Essa classe de compostos ¢
interessante do ponto de vista cientifico e extensivamente exploradas, pois
apresentaram uma ampla gama de propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
consolidadas na literatura, tais como: antiviral, antibacteriana, antitumoral,
antiprotozaria, dentre outras.?>?° E de amplo conhecimento que a aplicagdo das
TSC nao se baseia somente na area de quimica de coordenag¢do, uma vez que

podem ser usadas como reagentes e indicadores visuais na drea de quimica



analitica, e comercialmente sdo usadas como corantes, em filmes fotograficos e

na industria téxtil.?’
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FIGURA 1.5 - Mecanismo de obtencdo das tiossemicarbazonas.?*

As tiossemicarbazonas sdo caracterizadas como sistemas com alta
deslocalizacao eletronica, principalmente quando hd grupos aromaticos ligados
ao carbono da imina, e por consequéncia podem coexistir na forma tiona ou tiol
em equilibrio tautomérico. Esta classe de compostos pode sofrer diversas
modificagdes estruturais o que lhes confere uma alta versatilidade quimica e

podem potencializar sua atividade biologica.?*

Dentre os compostos derivados de tiossemicarbazonas, destaca-se o
3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona (3-AP) por ser uma das
principais substancias organicas promissoras frente a alguns tipos especificos de
tumores, tais como: carcinoma de pulmao M-109 de ratos, carcinoma de ovario
humano A2780 e leucemia L-1210. Esse sofreu algumas modificagdes estruturais
como a insercdo do grupo bezoil fosfato originando o composto triapina 3-AP
conforme representado na Figura 1.6.2*%° Tais modifica¢des contribuiram para
aumentar a solubilidade em dgua e consequentemente a sua biodisponibilidade

oral, o que pode potencializar sua atividade em células tumorais M-109, O
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composto 3-AP apresentou elevado potencial para se tornar um farmaco
antitumoral, uma vez que se mostrou promissor em estudos clinicos de fase II. O
provavel mecanismo de agdo desse farmaco ¢ a inibigdo da enzima
ribonucleotideo redutase (RR), mas também ha evidéncias de inibi¢do da

topoisomerase II. O mesmo foi considerado um inibidor mais potente que a

hidroxiuréia, o qual é um inibidor aprovado clinicamente. 2°-3%!
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FIGURA 1.6 - Estrutura dos compostos 3 - AP e Triapina 3 - AP.

Diante da potencialidade das tiossemicarbazonas, a sua aplicacao no

desenvolvimento de compostos antineopldsicos ¢ crescente. A Figura 1.7

apresenta algumas TSC promissoras frente a diversas linhagens celulares. 32333
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FIGURA 1.7 - Compostos derivados de tiossemicarbazonas com atividade
anticancer.



Dentre esses trabalhos, destaca-se o estudo de Zhangxu He e
colaboradores desenvolvido em 2019, quando os compostos derivados de
tiossemicarbazonas, ilustrados na Figura 1.8, foram avaliados em relagao a sua
atividade citotoxica frente a linhagem tumoral PC3, células de cancer de prostata
humano. A partir dos resultados provenientes do estudo de reatividade-
estabilidade foi evidenciado que os grupos retiradores de elétrons na posi¢ao 5 do
indol, e a presenga do grupo metil no anel fenila potencializaram a atividade
citotoxica dos compostos. O composto 5j foi 0 mais promissor exibindo I1Csy de
0,14 uM, sendo mais ativo do que os compostos usados como padrao de atividade,
3-AP com ICsy de 0,56 uM e DPC apresentando, 1Cso de 0,12 uM. O composto
5], destacado em azul na Figura 6, foi capaz de induzir a apoptose e inibir a

migracdo celular.’
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FIGURA 1.8 - Compostos de tiossemicarbazonas desenvolvidos por Zhangxu
He et al.*?

A literatura evidencia que a presenga de um ion metalico tem
potencializado a atividade citotdxica e tem contribuido de forma significativa para
superar os efeitos colaterais dos compostos organicos originais.’** Um dos

motivos responsaveis pelo aumento da citotoxicidade em complexos ¢ decorrente
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da natureza polar das tiossemicarbazonas e sua interagdo com um ion metalico
carregado resulta em uma estrutura na qual parte hidrofobica da molécula fica
exposta para o exterior e isso facilita a passagem do composto através da
membrana celular.?

A atividade citotoxica apresentada pelos compostos derivados de
tiossemicarbazonas estdo correlacionadas com o seu modo de agdo, o qual pode
ser proveniente da inibi¢do de enzimas como a topoisomerase II responsavel pela
replicagdo e transcricdo do DNA ou a Ribonucleotideo Redutase a qual ¢
necessaria para a sintese do DNA, provocando danos irreparaveis induzindo a
morte celular. O mecanismo de agdo das tiossemicarbazonas também pode estar

associada a geracdo de espécies reativas de oxigénio.?®

1.4 - Tiofeno

Uma grande parte das substancias que atuam como farmacos sdo
constituidas por heterociclos, devido a sua ampla agdo bioldgica, dos quais muitos
sao mundialmente consumidos. Eles constituem produtos de origem natural como
vitaminas, hormonios, metabolitos ativos de vegetais, dentre outros.*® Pode-se
destacar os compostos contendo tiofeno, uma vez que esses apresentam um vasto
perfil de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, tais como anticancer,
antimicrobiano, anti-inflamatorio, antidepressivo, analgésico, anticonvulsivante,
dentre outras. Em relagdo a atividade anticancer, muitos compostos de tiofeno
descritos na literatura t€ém se comportado como agentes antineoplasicos
promissores frente a diversas linhagens celulares conforme demonstrado na

Figura 1.9.378
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FIGURA 1.9 - Compostos derivados do heterociclo tiofeno com potencial
atividade citotoxica.*®

Diante do exposto, a atividade citotdxica promissora dos compostos
a base de tiofeno tem norteado a busca por alternativas racionalizadas para
modular estruturalmente compostos, com a finalidade de potencializar a
citotoxicidade. Uma dessas alternativas ¢ baseada na hibridiza¢cao molecular do
tiofeno com as tiossemicarbazonas. Essa ¢ considerada uma alternativa
promissora, uma vez que o heterociclo tiofeno encontra-se presente no farmaco
comercial raltitrexed, Figura 9. Este composto ¢ um analogo de folato de
quinazolina, indicado para o tratamento do cancer colorretal (CCR). O mecanismo
de acao deste fArmaco ¢ a inibicao seletiva da enzima timidilato sintase, que leva
a fragmentagdo do DNA e posterior morte celular.®® Ja as tiossemicarbazonas
possuem atividade antitumoral comprovada e estdo presentes na triapina (3-
aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona, 3-AP), Figura 1.10, a qual ¢

conhecida como a molécula mais promissora em estudos clinicos fase II.26-%3!1
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FIGURA 1. 10 Representagio estrutural dos fArmacos Raltitrexed e Triapina.*°

A partir de trabalhos relatados na literatura, alguns dos quais estao
representados na Figura 1.11, ¢ evidenciado que a hibridizacdo molecular entre o
heterociclico tiofeno e as tiossemicarbazonas tem contribuido na elaboragao de
agentes quimioterdpicos capazes de afetar a viabilidade celular de células
cancerosas, 0373940

Um exemplo de destaque, ¢ o trabalho desenvolvido por
Zehra Tavsan e colaboradores em 2018, o qual demonstrou que os ligantes TSC!
exibiram atividade citotoxica significativa em relacdo a linhagem celular
OVCAR-3 (ovario humano) apresentando 1Csy de 16,60 uM. Interessantemente,
o composto TSC! apresentou atividade equivalente ao seu complexo
correspondente de ruténio, o qual exibiu ICsy de 13,20 pM.3° Os autores sugeriram
que esse comportamento, provavelmente, seja devido a maior afinidade dos

ligantes pelo DNA, apresentando maiores valores de constante intrinseca de

ligacao (Kb).
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FIGURA 1.11 - Compostos derivados da hibridizacgdo molecular entre
tiossemicarbazonas e o heterociclo tiofeno como antineoplésicos. 39373940

O sinergismo das propriedades entre os ligantes e o centro metalico
¢ de extrema relevancia no planejamento de potenciais agentes antineoplasicos.
Uma vez que a estabilidade termodindmica do metal em ambientes bioldgicos ndo
¢ somente determinada pelo estado de oxidagdo e geometria de coordenacao, mas
também pela estrutura tridimensional do complexo formado, pela estequiometria
e disponibilidade das biomoléculas para coordena¢do.*! Diante dos problemas
apresentados pela cisplatina e seus derivados busca-se o desenvolvimento de
compostos constituidos por outros centros metalicos, como por exemplo o

paladio(II).
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1.5 - Farmacos a base de paladio

Estudos indicam que complexos de paladio sdo mais soluveis e
menos toxicos que os seus analogos de platina.?’ Ademais, complexos de paladio
derivados de tiossemicarbazonas tém se mostrado ativos em células tumorais
resistentes a cisplatina, o que instiga a exploragdo destes como agentes
antineopléasicos.’?> Além dessas vantagens, o paladio é considerado uma

possibilidade interessante devido a sua semelhanga quimica com a platina(II).

A semelhanga entre a quimica de coordenacdo dos compostos de
Pd(II) e Pt(II) se deve ao fato destes serem caracterizados como acidos macios,
apresentarem configuragdo eletronica d® e normalmente fornecerem complexos
diamagnéticos com geometria quadratica plana. No entanto, esses se diferenciam
principalmente em relagdo a cinética de reagdo de substituicdo de ligantes, sendo
os complexos de paladio mais ldbeis que seus analogos de platina. A velocidade
de hidrolise de complexos de paladio é 10° vezes mais rapida que a da platina e
consequentemente esses ndo conseguem manter sua estrutura intacta até atingir

os alvos farmacologicos de interesse. 20424344

Nesse contexto, a substituicdo de ligantes nos complexos com
geometria quadratica plana se procede através do mecanismo associativo, no qual
ocorre primeiramente a formacao de um intermedidrio pentacoordenado, que € a
etapa lenta e determinante da velocidade. Posteriormente ocorre liberagao do

grupo abandonador como pode ser visto na Figura 1.12,16:44:45

! 2 L] X I 0
| I ;

T—M—X T—l\l/I—X /M< - T—/1\|/[— 2 S
| L,
L, L, T T I[z

FIGURA 1.12 - Mecanismo associativo de substituicao de ligantes em complexos
d®.
Em relacdo a conservacao estrutural dos complexos de palddio, a

escolha dos ligantes ¢ fundamental pois contribuem com estabilidade cinética e
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termodindmica.?! Sendo assim, uma das alternativas para modular as rea¢des de
substituicdo de ligantes consiste na insercdo de ligantes menos labeis e mais
volumosos no arcabougo molecular. A insercdo de fosfinas ¢ uma promissora
estratégia estrutural, uma vez que esses compostos apresentam carater o-doador e
n-aceitador, o que os tornam bons ligantes espectadores para complexos de
paladio(Il). Esta estabilidade extra ¢ proveniente da retrodoagdo da densidade
eletronica dos orbitais d, preenchidos do metal para os orbitais d vazios do 4&tomo
de fosforo, o que consequentemente fortalece a ligagdo metal-fosforo. Desta
forma, os complexos tém uma maior probabilidade de manter sua integridade até
atingir os alvos biologicos, sem que ocorra a dissociacdo destes ligantes.
Adicionalmente, outra vantagem da utilizacdo de fosfinas volumosas, tal como a
trifenilfosfina, esta correlacionada com o aumento de lipofilicidade do complexo,
devido a presenca dos 3 an€is aromaticos, o que pode auxiliar na permeabilidade

através da membrana celular.**%’

De acordo com estudos descritos na literatura, a insercao de fosfinas
como a trifenilfosfina no arcaboug¢o molecular tem fornecido complexos de

palddio com atividade citotoxica promissora como representados na Figura
113 .4849.50,51,52,53
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FIGURA 1.13 - Complexos antineoplasicos de paladio contendo trifenilfosfina.
48,49,50,51,52,53

Dentre esses trabalhos, destaca-se o estudo de Haribabu e
colaboradores desenvolvido em 2018, no qual foi notavel a potencializa¢do da
atividade citotdxica decorrente da insercdo da trifenilfosfina em complexos de
paladio, demonstrados na Figura 1.14, frente a linhagem tumoral HepG-2 (cancer
de figado humano). O composto 4 apresentou ICso de 22,8 uM, enquanto seu
analogo sem a presenca da fosfina exibiu ICsode 96,3 uM. Os autores realizaram
estudos que indicaram que a citotoxicidade do composto esta correlacionada com
a capacidade deste em interagir de forma efetiva com o DNA, e induzir o processo

de morte celular por apoptose.*®
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FIGURA 1.14 - Complexos de paladio desenvolvidos por Haribabu et al em

2018.48

Mais recentemente em 2020, o mesmo grupo de pesquisa
desenvolveu outra classe de compostos contendo trifenilfosfina, representados na
Figura 1.15, os quais mostraram resultados interessantes em relacao a atividade
citotoxica e uma seletividade dos compostos frente a linhagem tumoral HepG-2
(cancer de figado humano). Os autores relataram que o composto 2 foi o mais
citotoxico exibindo ICsy de 10,4 + 3,2 uM, o qual demonstrou ser mais ativo do
que o farmaco padrdo avaliado (cisplatina), com valor de ICsy de 21,5 uM.
Estudos com citometria de fluxo e microscopia confocal indicaram que o

composto 2 foi capaz de provocar a apoptose e induzir a parada do clico celular

na fase G1.°!
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FIGURA 1.15 - Complexos de palddio com trifenilfosfina por Haribabu em
2020.%!

Outra estratégia estrutural que contribui para aumentar a estabilidade
dos complexos de palddio se baseia na utilizagdao de ligantes quelantes contendo

atomos N, S-doadores como as tiossemicarbazonas.

1.6 - Complexos de paladio e platina derivados de tiofeno e
tiossemicarbazonas

Nesse contexto, Karakiiciik- Iyidogan e colaboradores em 2011
estudaram a atividade citotoxica de complexos de Pd(II) e Pt(Il) derivados de
tiossemicarbazonas a partir do tiofeno-2-carboxaldeido com diferentes
substituintes na posi¢ao 5, os quais foram sintetizados conforme a Figura 1.16.
Em relagdo ao estudo de estrutura-atividade, o composto contendo o grupo nitro
no anel tiofeno e o grupo fenil sem substitui¢do na porc¢ao da tiossemicarbazona
se mostrou mais promissor frente a todas as linhagens testadas. O complexo de
platina referente ao ligante S-nitrotiofeno 2-carboxaldeido-N (4) fenil
tiossemicarbazona (4a) apresentou a maior atividade citostatica contra o cancer
cervical (HeLa), exibindo ICsode 1,7 uM.>* Entretanto, foi visto que o seu analogo

de paladio exibiu citotoxicidade menor.
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FIGURA 1.16 - Complexos de Pd(II) e Pt(II) constituidos por tiossemicarbazonas
e tiofeno.>*

Mais recentemente (2019) o composto 5 também foi explorado por
Marques e colaboradores, refor¢ando seu o potencial antineoplasico. Os dados
mostram valores de ICso entre 0,5 ¢ 1,9 pg mL™!' para as linhagens celulares
testadas, sendo mais promissor em relacdo a HL-60 (Leucemia Mieloide Aguda).
Estudos inferiram que o composto interage com o ct-DNA (Calf thymus) via
modo intercalativo e que o mesmo foi capaz de proporcionar um aumento
significativo de células na sub-fase G1, indicando um processo de apoptose. No
entanto, o composto s6 foi capaz de provocar uma leve inibicdo da enzima
topoisomerase Il na concentra¢do de 100 pM.>’

Os complexos sintetizados por Mbugua e colaboradores em 2020 sao
semelhantes estruturalmente aos propostos no presente projeto. Diferenciando,
principalmente, em relacdo a natureza do substituinte da tiossemicarbazona
(Figura 1.17). O complexo C1 foi o mais citotdoxico frente a todas as células
avaliadas se mostrando mais promissor em relacao a linhagem tumoral de mama

(MCF?7), exibindo valor de ICsy de 1,9 uM.>>
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FIGURA 1.17 - Estrutura dos complexos sintetizados por Mbugua et al. em
2020.%

A relagdo entre a estrutura e atividade forneceu indicios de que a
insercao do grupo brometo na posicao 5 do anel tiofeno ndo favoreceu a atividade
citotoxica, tanto dos complexos de paladdio, quanto dos complexos de platina.
Além disso, os autores salientam que apos a inser¢do da trifenilfosfina no
arcabou¢o molecular ocorre uma diminuicdo da citotoxicidade e que isso,
provavelmente, esteja relacionado com o impedimento estérico que impede ou
dificulta a labilizacao do grupo cloreto. Desta forma, a partir das observagdes foi
proposto que a citotoxicidade estaria diretamente relacionada com a labilizagao
dos ligantes cloretos. Os valores de constante intrinseca de ligacdo (Kb)
forneceram indicios de interagdo intercalativa entre os compostos € o ct-DNA,
caracterizada por um efeito hipocrOmico juntamente com um deslocamento

batocromico ou hipsocromico.>

1.7 - Diferentes modos de coordenacao de compostos derivados de

tiofeno e tiossemicarbazonas

O modo de coordenacdo mais comum descrito na literatura para
compostos derivados de tiossemicarbazonas ¢ a coordenagao bidentada anidnica

via atomos de nitrogénio e enxofre. Entretanto alguns trabalhos evidenciaram
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outros tipos de coordenagdo na presenga do heterociclo tiofeno, os quais

encontram-se representados na Figura 1.18. 40->6,57.58,59,60
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FIGURA 1.18 - Modos de coordenagao possiveis para compostos derivados de
tiossemicarbazonas e tiofeno. 40-36-37.58,59:60

O trabalho de Eunice A. Nyawade e colaboradores desenvolvido
recentemente, em 2021, relatou uma coordenacdo bidentada via atomo de
nitrogénio azometino e enxofre do tiofeno fornecendo a formagdo de um anel
quelato de cinco membros. Esse modo de coordenagao foi sugerido pelos autores
a partir do deslocamento do estiramento C-S do tiofeno para uma frequéncia mais
baixa quando comparado com o estiramento no ligante. Essa evidencia foi
suportada pela observacao de uma nova banda Pd-S, atribuida a formacao da nova
ligacdo. Corroborando com esse resultado, o estiramento C=S ndo apresentou
deslocamento significativo apds a complexacao. Adicionalmente, foi visto por

RMN que os sinais referentes aos hidrogénios do tiofeno se tornaram mais
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desblindados, indicando um possivel efeito indutivo retirador de densidade
eletronica, referente a coordenagao, além o surgimento de uma banda em 483 nm
associada a uma transferéncia de carga ligante-metal observada no espectro de

Ultravioleta-visivel.*

Tal comportamento foi notado para o composto C2, cujo substituinte
na tiossemicarbazona ¢ um grupo metila. Entretanto, quando o substituinte na
tiossemicarbazona era uma amina foi observado que o ligante se coordenou de
forma tridentada ao centro metalico nas mesmas condi¢des de reacdo como

exemplificado na Figura 1.19.%
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FIGURA 1.19 - Complexos de paladio sintetizados por Nyawade et al. em 2021.%

A Figura 1.18 também apresenta alguns compostos que sofreram
ciclometalacdo proveniente da ativacdo da ligacio C-H mediada por metal,
resultando em uma estrutura ciclica. Este processo ocorre facilmente com espécies
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de paladio(Il), gerando paladaciclos que podem ser utilizados como catalisadores,

em reagdes de acoplamento C-C, na sintese de heterociclos.>®

Nesse contexto, Lobana e colaboradores em 2012 verificaram a
ativacdo da ligacdo C-H em compostos derivados do heterociclo tiofeno e
tiossemicarbazonas, fornecendo complexos ciclopaladados. A partir desse
trabalho foi visto que quando o grupo R1 ¢ um tiofeno e o grupo R2 ¢ uma metila
ou fenila, ambos ligados ao C2 das tiossemicarbazonas, a natureza do grupo R2 ¢
determinante no processo de ciclopaladagdo. Desta forma, os autores atribuiram
a ciclometalagcdo ao efeito estérico dos substituintes R2, uma vez que ndo era
observado a ciclometalacdo na presenga de hidrogénio como substituinte R2.
Sendo assim, uma das principais caracteristicas que reforcam a suposi¢do da
formagdo da ligacdo Pd-C ¢ o desaparecimento do sinal de hidrogénio (H4) do
tiofeno nos espectros de RMN de H para o complexo.

Os autores sugeriram que auséncia de ciclometalacdo era decorrente
da formacao de interagdes intramoleculares curtas entre o 4&tomo de enxofre do
tiofeno e o atomo de nitrogénio hidrazinico desprotonado, inibindo a
disponibilidade do tiofeno para ciclopaladagdo como representado na Figura 1.20.
A partir da investigagdo desses compostos também foi observado que os
substituintes em N1 ndo parecem influenciar a ciclometalagio ou o
comportamento de coordenacao dos tio-ligantes sob investigacdo nos complexos

1-6.%
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FIGURA 1.20 - Ciclometalacao de compostos de paladio observada por Lobana
et al. em 2012.%°

A ciclopaladagdo em compostos derivados de tiossemicarbazonas
contendo trifenilfosfina e cloreto no arcabouco molecular também ¢ descrita por
Paul e colaboradores em 2013. Os compostos estudados se diferem dos descritos
anteriormente pela presenca de um grupo fenil ao invés do tiofeno. Porém, os
autores relataram comportamentos semelhantes, sendo que quando os compostos
eram constituidos por grupos mais volumosos como metila e fenila (R2), esses
impediam a mudanca geométrica proveniente da rotacdo da ligacdo azometina
(C=N), favorecendo a ciclometalacdo. No estudo foi proposto que a obtencao da

ligagdo Pd-C procede através da formagio de um intermediario.*!

1.8 - Alvos biologicos

Os complexos que atuam como agentes quimioterdpicos usados
atualmente apresentam a capacidade de se ligar ao DNA e essa interacao pode se
proceder de diferentes formas, como elucidado na Figura 1.21. As interacoes

podem ser de natureza covalente através da ligagao direta do complexo as bases
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nitrogenadas ou aos grupos fosfatos do DNA, esses também podem interagir de
forma nao-covalente por meio de interacoes eletrostaticas, interagdes hidrofobicas
no sulco menor/maior do DNA ou através da intercalagdo. O sinergismo entre as
propriedades eletronicas e estruturais dos ligantes que constituem os complexos
sdo determinantes no tipo de interagdo existente como, por exemplo, ligantes
1 : 16 £ : 50 1 lativa, 626364
planares e ricos em elétrons m favorecem uma interacdo intercalativa.
Portanto, a investigacdo da capacidade de interacdo entre compostos de

coordenagdao com o DNA ¢ algo primordial para compreensdao de um possivel

modo de acao.

N&o covalentes

Complexo

®
) C]
S]
Intercalacio Interagcao Interagé_o _ngag:ao a base
pelos sulcos eletrostatica nitrogenada/fosfato

FIGURA 1.21 - Interagdes possiveis entre os complexos € 0 DNA. Fonte:
adaptada da literatura.®?

No entanto, tendo em vista os efeitos colaterais, a resisténcia celular
e a possibilidade da inativacdo de compostos pela interagdo com enzimas ou
proteinas, apresentados pelos fdrmacos atuais, novas propostas estruturais sao
desenvolvidas visando um mecanismo de interagao alternativo com o DNA e ou

com outros alvos bioldgicos em potencial.®

As informacgodes contidas nas hélices de DNA precisam ser acessadas
para a progressdo de varios processos que garantem o funcionamento do

organismo. Para que isso seja possivel € necessario a separagdo das fitas de forma
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temporaria ou permanente. Porém, essa separa¢do provoca supertor¢des na
estrutura do DNA podendo induzir a quebra de suas fitas de forma irreversivel, o
que danifica a biomolécula e induz a morte celular. Desta forma, as enzimas
topoisomerases sao responsaveis por amenizar as tensoes permitindo a ocorréncia
dos processos de transcri¢ao e replicagdo do DNA, bem como a condensacao e

segregacdo cromossdmica.®

Diante da notavel relevancia fisiologica das enzimas topoisomerases,
essas tém sido consideradas como um alvo em potencial para diversos compostos.
Estas enzimas sdo classificadas em tipo I e II, sendo que a topoisomerase [
promove uma quebra simples em uma das fitas do DNA, processo no qual nao ¢
necessario o uso de ATP. Dentre os diferentes tipos de topo I existentes, a
subfamilia IB (humana) apresenta niveis altos em todas as células, mas
especialmente em células de rapida proliferagdo como as células cancerosas, ¢
devido a isso sdo considerados alvos terapéuticos relevantes. Ja a topoisomerase
IT rompe ambas as fitas e passa uma hélice intacta através de uma quebra
transitoria de fita dupla no DNA, utilizando ATP como fator energético,
viabilizando o relaxamento da forma enovelada do plasmideo (Figura 1.22).%
Apos a passagem do filamento, as fitas sdo religadas e a estrutura do DNA ¢

restaurada.

FIGURA 1.22 - Diferencas na atividade das enzimas.®
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A topoisomerase II ¢ encontrada na forma de duas isoformas, a ¢ 3,
as quais se diferem em sua producdo durante o ciclo celular. Sendo assim, a
topoisomerase o ¢ encontrada em elevada expressao em células que se proliferam
rapidamente como as tumorais € por isso ¢ um alvo interessante para fins
antineoplasicos. Ja a topoisomerase B independe do ciclo celular, pois esta nao
mostra alteragdes significativas em sua expressao, além disso, a interacdo com
essa isoforma esta associada ao surgimento de tumores secundarios. Por isso, ¢ de

extrema importancia a seletividade entre as isoformas.®’

De acordo com estudos descritos na literatura, alguns compostos
quimioterapicos podem atuar como venenos da topoisomerase II, os quais sdo
responsaveis por potencializar a atividade da enzima ao formar uma ligagdo
covalente entre topo-DNA e consequentemente gerando um aumento das quebras
da biomolécula, assim tornando a enzima em uma potente toxina celular. Desta
forma, os venenos como o etoposideo representado na Figura 1.23, podem inibir
a capacidade da enzima de religar o substrato clivado desencadeando o aumento

do nivel de complexos de clivagem (topo-DNA) e induzindo a morte celular.%*7

A grande problematica dos venenos consiste em nao diferenciar as
topoisomerase Ila da IIf, assim a apoptose € induzida em todas as células, ndo
sendo seletiva em cé€lulas tumorais, e consequentemente promovendo inimeros
efeitos colaterais. Por isso, busca-se o desenvolvimento de compostos que atuem
como inibidores cataliticos, os quais sdo capazes de evitar a ligagdo da
topoisomerase ao DNA evitando a formagao do complexo de clivagem ou inibir

a funcdo da enzima inviabilizando o relaxamento do plasmideo.”!:7%73:74.33
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FIGURA 1.23 - Exemplos de alguns venenos e inibidores cataliticos das enzimas
topoisomerases.’!7273.74:33

1.9 - Planejamento estrutural

Diante do exposto, os compostos de interesse foram planejados
considerando algumas estratégias racionalizadas com a finalidade de auxiliar na
conservacao estrutural, apresentada na Figura 1.24. Uma das estratégias consiste
na inser¢ao de trifenilfosfina no arcabouco molecular, o que fornece um aumento
da lipofilicidade dos compostos, podendo facilitar a permeabilidade na membrana
celular, elevando sua atividade citotdxica.””

A insercao de ligantes volumosos como a trifenilfosfina dificultam a
formag¢ao de um intermediario pentacoordenado por impedimento estérico, o que
consequentemente diminui a cinética de reagdes de substitui¢do pelo mecanismo
associativo. Além disso, a trifenilfosfina estabiliza o centro metalico devido ao
processo de retrodoagdo fortalecendo a ligagao metal-fésforo, o que favorece a
formacao de complexos mais estaveis. Adicionalmente, a trifenilfosfina apresenta
a capacidade de ocupar bolsdes hidrofobicos nos sitios de varias enzimas, o que
auxilia na estabilizagdo do complexo palddio-enzima e exibe atividade citotoxica
frente a alguns tumores, o que refor¢a ainda mais a relevancia de sua inser¢ao no

desenvolvimento de possiveis agentes antineoplasicos. 4076
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A variacdo do centro metalico foi realizada com a finalidade de
investigar a influéncia destes frente a atividade citotdxica, e verificar se os
resultados experimentais forneceriam indicios em relagdo ao papel do metal, se o
mesmo seria apenas funcional, estrutural ou transportador de espécies ativas.”’
Outro ligante presente no arcaboug¢o molecular sdo as tiossemicarbazonas,
contendo o grupo tiofeno, a presenca desse grupo permite variar diferentes
substituintes, a fim de se compreender melhor a relagdo das mudangas estruturais
com a atividade citotoxica.

A insercdo de outros ligantes na esfera de coordenacdo como o
cloreto disponibilizaria um sitio vacante de ligacdo, o qual poderia ser ocupado
por um alvo biologico decorrente da ligacdo ao centro metalico, uma vez que o
cloreto ¢ um bom grupo abandonador e ao entrar na célula possivelmente sofreria
hidrolise. Optou-se por um ligante mais labil com a finalidade de evitar complexos
inertes, ja que os demais ligantes TSC e a trifenilfosfina, provavelmente ndo

sairiam da esfera de coordenacao.

Estrutura-atividade

Lipofilicidade
Mais volumoso,
Menos labeis
Citotoxicidade

Sitio |1abil

Influéncia da
substituicdodo [ _____ 4
centro metalico

FIGURA 1.24 - Estrutura genérica dos compostos propostos. Fonte: autor.
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Capitulo 2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo principal a sintese de complexos de
Pd(Il) e Pt(Il) contendo ligantes derivados das tiossemicarbazonas e do
heterociclo tiofeno, bem como o estudo da sua atividade citotoxica frente a células

tumorais € ndo tumorais € a investiga¢cao da atuacao biologica.

2.1.1 - Objetivos especificos:

De forma a cumprir o objetivo principal, os seguintes objetivos

especificos foram realizados:

o Sintese dos ligantes e seus complexos correspondentes de Pd(II) e Pt(II);

o Caracterizagao dos compostos pelas técnicas de Espectroscopia na regido
do Infravermelho (FTIR) e Espectroscopia de absor¢ao na regido do Ultravioleta-
visivel (UV-Vis), bem como por Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H,
3C, 3'P, DEPT-135, Espectrometria de Massas, Andlise Elementar e quando
possivel por Difragdo de raios X por monocristal;

. Realizagdo de estudos de estabilidade por UV-Vis e RMN de *'P em DMSO
¢ na mistura DMSO/meio de cultura;

o Determinagao do coeficiente de parti¢ao;

o Investigacdo da capacidade dos compostos em interagir com o DNA por
meio de diferentes técnicas, tais como: Eletroforese em gel de agarose, Titulagdo
espectroscopica por UV-Vis, Viscosidade, Dicroismo Circular (DC), ensaio
competitivo com Hoechst33258 e Docking Molecular;

o Verificacao da inibicao da atividade das enzimas Topoisomerases I1a, IIf e

IP pela técnica de Eletroforese em gel de agarose;

31



o Determinacao da concentragao que inibe 50% da proliferacao celular (ICsp)
para os compostos através de ensaios de citotoxicidade in vitro pelo método MTT
frente a células tumorais de prostata (DU-145), de pulmdo (A549), de mama
(MDA-MB-231) e de ovario (A2780 Cis) e nao tumoral de pulmao (MRCY);

o Avaliagdo da capacidade do complexo mais citotoxico em alterar a
morfologia e migragao celular, bem como analisar a influéncia no ciclo celular e

no processo de apoptose.
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Capitulo 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Solventes e Reagentes

Os solventes acetonitrila (P.A. Synth) e metanol (P.A. Synth), bem
como o reagente trifenilfosfina (99% Sigma-Aldrich) foram previamente
purificados, conforme descrito na literatura.”® Os demais reagentes usados nas

sinteses foram utilizados sem purificagao prévia e estdo descritos na Tabela 3.1.

TABELA 3.1 - Reagentes usados na sintese sem purificacao prévia.

Reagente Procedéncia
2-Acetyl-4-methylthiophene (97%) Sigma-Aldrich
2-Acetyl-5-chlorothiophene (99%) Sigma-Aldrich
2-Acetyl-5-bromothiophene (99%) Sigma-Aldrich
2-Acetylthiophene (98%) Sigma-Aldrich
4-Etil-3-tiossemicarbazida (97%) Sigma-Aldrich
4-Metil-3-tiossemicarbazida (97%) Sigma-Aldrich
Tiossemicarbazida (98%) Sigma-Aldrich
Cloreto de Paladio (II) (99%) Sigma-Aldrich
Tetracloroplatinato (II) de Potassio (98%) Sigma-Aldrich
Acido acético P.A. Synth

3.2 - Sintese
3.2.1 - Sintese dos Ligantes

A sintese dos ligantes foi realizada através de reagdes de
condensagdo entre as tiossemicarbazidas e os tiofenos substituidos na razao
estequiométrica 1:1, conforme representado na Figura 3.1. As sinteses se
procederam de acordo com a metodologia descrita na literatura’” e somente os
ligantes BRET, MTET e MMT sdo inéditos. Primeiramente, foi adicionado o
tiofeno correspondente (7 mmol) solubilizado em 10 mL de metanol seco e logo
em seguida foi adicionado ImL de acido acético na solucdo. Posteriormente,
ocorreu a adicdo das tiossemicarbazidas (7 mmol) com estequiometria 1:1 em
relacdo ao tiofeno. Essas foram adicionadas na forma so6lida na solugdo anterior.

As reacdes foram mantidas em refluxo e agitacdo por 4h, sendo acompanhadas
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por cromatografia em camada delgada (CCD). Apds este periodo, as solucdes
foram rota-evaporadas e os s6lidos resultantes foram purificados por meio de uma
extragdo cloroférmio-agua. Por ultimo, as solugdes em cloroférmio foram

novamente rota-evaporadas e os solidos foram secos a vacuo.

R1 R1

| H,N S |
S@\H/CH3 + 2H\N—/< Metanol, H* S I CHj
2 T—————*>
O NHR refluxo, 4h N\NH

R'=H,Br, Cl,CH;  R?=H,CHs,CH,CHs

FIGURA 3.1 - Reagdo de condensagao para obtengao dos ligantes.

3.2.2 - Sintese do precursor [PdCl2(ACN):]:

A sintese do precursor metalico foi executada conforme citada na
literatura.®® A reagdo ocorre a partir da adigdo lenta de 0,5 g (2,82 mmol) de
cloreto de paladio anidro (PdCl,;) em um erlenmeyer de 200 mL contendo 20 mL
de acetonitrila a 80°C. A suspensdo foi mantida sob intensa agitacdo por 4h, ¢
apos esse periodo, observou-se a formagao de um precipitado amarelo. O so6lido

resultante foi isolado a partir de uma filtragdao simples. Rend.: 73,25%

3.2.3 - Sintese dos complexos [MCI(L)PPhs]:

O solvente acetonitrila foi desaerado no sonicador com o auxilio de
uma bexiga com gas nitrogénio e o baldo da reagdo era flambado com pistola
enquanto um fluxo de géas nitrogénio passava pelo sistema de refluxo.
Primeiramente, o solvente acetonitrila (15 mL) foi adicionado no baldo, em
seguida foi acrescentado o solido correspondente aos ligantes (0,8 mmol) e por

ultimo, o precursor metéalico [PdCI,(ACN);] (0,8 mmol) na razao estequiométrica

1:1.
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A reacao foi submetida a refluxo sob atmosfera inerte durante 24h, e
apods esse periodo, um equivalente da trifenilfosfina foi adicionada na solugdo, a
qual foi mantida em refluxo por mais 24h.%! Para as rea¢cdes em que nio se
observava a formacao de precipitados, as solugdes eram mantidas na geladeira por
dois dias para forcar a precipitacdo. Entdo, os solidos obtidos eram isolados por
filtragdo simples ou quando estes eram muito finos, eram secos em rota-
evaporador, ¢ posteriormente, recristalizados em acetonitrila. A evolugdo das
reagOes foi acompanhada por CCD. Os analogos de platina foram obtidos de
forma semelhante, porém usando como precursor metalico K,[PtCls] e mistura de
solvente H,O/CH30H como demonstrado na Figura 3.2. Tanto os complexos de

paladio quanto os de platina sdo inéditos.

R‘l
| R
CH
S 3 1. CH,;CN,Refluxo, 24h
H3CCN\/Pd:C| N Nl 3 5 / Clj: PPhy
HBCCN CI \)N\H 2 PPh3’ Reﬂuxo, 24h _N‘ \'S
HeC  N=X
S N 3
H \ HN
R R _\
|
Cl__Cl S ICH3 1. H,O/MeOH,Refluxo, 24h s /) CI@PPhg
Pt +
K
2| c” el N.\H 2. PPhs, Refluxo, 24h =N S
%\ HsC N=
S N HN
H O\ A\
R'=H, Br, Cl, CHg

FIGURA 3.2 - Reagdo para obtengdo dos complexos [MCI(L)PPhs].

3.2.4 - Sintese dos complexos [M(DMSO)(L)PPhs]:

A sintese dos complexos foi adaptada da literatura, na qual em uma
solugdo laranja do complexo PdT (3,02x10° M™!; 20 mg) em CH,Cl, (10 mL) foi
adicionado AgNOs (3,02x10° M!; 5,12 mg). A reacdo se procedeu no escuro
durante 1h, sob agitagdo e a temperatura ambiente. Apods a formagdo do
precipitado AgCl, a solugdo foi centrifugada, o sobrenadante transferido para o

baldo de 25 mL, e o precipitado descartado. A solugdo resultante foi adicionado
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DMSO (3,02x10° M!; 2,14 uL), e esta foi submetida novamente a agita¢do
constante a temperatura ambiente por 20h, conforme representado na Figura 3.3.
Apo6s o término da reacdo, ndo foi observado a formagao de precipitado, sendo
assim, o solvente foi reduzido com o auxilio do rota-evaporador e foi adicionado
4mL de hexano para forgar a precipita¢do do poduto.??

A sintese do complexo de platina PtT foi realizada de forma
semelhante ao complexo de palddio. Ocorreu a formagdo instantanea de um

precipitado rosa, o qual foi lavado com hexano e filtrado a vacuo.

B 1®
= =
[ Clie PP /) X PPhy
_ @ 1. CH,Cl,, AgNO3, t.a,1h S @
N\ /S > —N . IS
HaC  HN—X 2. DMSO, t.a, 20h HoG N
AN\ HN—

FIGURA 3.3 - Reagdo para obtengdo dos complexos [M(X)(L)PPh;]*!.

3.3 — Instrumentacao:

3.3.1 - Determinac¢ao do ponto de fusao:
As medidas de ponto de fusdo foram obtidas em equipamento
MARCONI NA 301, apos a inser¢ao da amostra macerada em capilar fechado, os

sistemas foram aquecidos até a temperatura padrao estabelecida de 400 °C.

3.3.2 - Analise Elementar:

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos complexos foram
determinados por um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS, o qual
pertence ao Laboratorio de Analise Elementar do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sdo Carlos.
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3.3.3 - Condutividade Molar:

As medidas de condutividade molar dos complexos foram realizadas
em um condutivimetro Meter Lab., modelo CDM230 situado no Laboratorio de
Estrutura e Reatividade de Compostos inorganicos (LERCI). As mesmas foram
feitas a partir de solugdes dos complexos em DMSO na concentragido de 1x107
M,

3.3.4 - Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho:

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados na regiao
de 4000-200 cm™ com 64 varreduras, utilizando-se pastilhas na propor¢do 1:100
(m/m) de 1odeto de césio (ICs) e composto, através de um espectrOmetro
SHIMADZU IRTracer-100. O sal ICs foi mantido previamente na estufa a 120°C
e os softwares utilizados na obtengdo e interpretagdo dos espectros foram
Shimadzu IRSolution, 1.60 e Origin 8.0.
3.3.5 - Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do Ultravioleta-

visivel:
Os espectros de absor¢do na regido do UV-Vis foram obtidos em

espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC, utilizando solugdes dos compostos
em DMSO na concentra¢do de 1x10 M. Foram utilizadas cubetas de quartzo
com caminho Optico de 1 cm e a regido de varredura correspondia a faixa entre
800 a 200 nm. Os softwares utilizados para obtencao e interpretacdo de espectros

foram o UVProbe 2.21 e Origin 8.0.

3.3.6 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear:

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz), *C{'H} (100 MHz) e
SIP{H} (162 MHz), COSY, HSQC, HMBC e DEPT-135 foram registrados a
partir do equipamento BRUKER 9.4 T, modelo AVANCE III, situado no
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Carlos. Para obtencdo dos espectros utilizou-se o
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solvente CDCl;, enquanto para os ensaios de estabilidade *'P {'H} usou-se DMSO

e capilar D,O como referéncia externa.

3.3.7 - Estudo de estabilidade por RMN 3!'P em DMSO e DMSO-
D.O/DMEM:

Os espectros de RMN 3'P foram registrados em diferentes periodos,
a partir de uma solucao dos compostos (10 mg) solubilizados em 600 pL de
DMSO-ds. No estudo com DMSO-D,O/DMEM, os compostos (5mg) foram
solubilizados na mistura de DMSO (400 pL) e meio de cultura DMEM (100 pL).
As solugdes resultantes, foram transferidas para os tubos de RMN contendo os
capilares com D,0O. Em ambos os estudos as leituras foram realizadas nos tempos
de 0, 24 e 48h utilizando um espectrometro BRUKER ARX 94T do
Departamento de Quimica (DQ) da UFSCar.

3.3.8 - Estudos de estabilidade por UV-Vis:

Os espectros das solugdes de 1x10° M dos complexos foram
registrados no espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC nos tempos de 0, 24
e 48h. Os ensaios foram realizados em DMSO com/sem luz e acetona.

3.3.9 - Estudo de estabilidade por Condutividade molar em
DMSO:

As solugdes 1x107 M em DMSO foram preparadas e as medidas
foram realizadas nos tempos de 0, 24 e 48h. As medidas foram realizadas usando
um condutivimetro Meter Lab., modelo CDM230 situado no Laboratério de

Estrutura e Reatividade de Compostos inorganicos (LERCI).

3.4 - Difracao de Raios X:

Os cristais dos compostos aptos a analise de Difragdo de raios X de
monocristal foram medidos pelo Dr. Jodo Honorato de Araujo Neto em parceria
com o Prof. Dr. Eduardo Ernesto Castellano no Laboratério de Cristalografia do
Instituto de Quimica da USP de Sao Carlos. Para a coleta dos dados utilizou-se
difratdmetro do tipo automatico Enraf-Nonius Kappa-CCD e Apex Il Duo, ambos

utilizando radia¢do da linha Ko do molibdénio (0,71070 A). Usando Olex2, a
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estrutura foi resolvida com o programa de solugao de estrutura SHELXT, usando
Fase Intrinseca e refinada com o pacote de refinamento SHELXL com
minimizacdo de Minimos Quadrados. A investigacdo de possiveis interacoes
intramoleculares e intermoleculares se procedeu com o auxilio de programas

como Mercury 3.8 ¢ Diamond 3.

3.5 — Espectrometria de Massas:

Ap6s da diluigdo da amostra na concentragio de 500,0 ng.mL"! foi
utilizado um Cromatdgrafo a Liquido de Ultra Alta Eficiéncia para inje¢ao em
fluxo (FIA) e experimento All Ions com aumento da energia de colisdo (0, 20 e
40 eV). Nesta analise foi empregada uma fase movel de arraste que consistiu em
H,O (solvente A) e ACN (solvente B) com acido férmico 0,1% (v/v). O fluxo foi
de 0,400 mL.min"! com um volume de inje¢do de 10,0 uL. O ion molecular e os
ions fragmentos foram simultaneamente obtidos pelo modo de aquisicao MS2. Os
espectros foram adquiridos monitorando uma faixa entre 100 e 1.500 Da e

processados pelo software MassHunder Workstation Software versao B.08.00.

3.6 - Determinacao da Lipofilicidade (logP)

A determinagdo do coeficiente de particdo foi realizada a partir da
solubiliza¢do de 1 mg de composto em 300 pl. de DMSO. Foram transferidos 30
uL da solugdo para um eppendorf e adicionou-se 750 uLL de n-octanol, em seguida,
homogeneizou-se a solucdo. Posteriormente, foi acrescentado 750 uL de agua e
as solugdes resultantes foram mantidas sob agitagdo a 37 °C por 24h.33 As medidas
de absorbancia dos complexos em n-octanol/dgua foram realizadas em triplicata
no espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC. Considerando a absorbancia
média obtida, o valor da concentra¢do dos complexos em n-octanol e dgua, foram
determinados a partir da curva padrido previamente obtida. A curva padrao foi
proveniente da obtengdo de espectros apoOs oito adi¢des sucessivas de 50 pl da
solugdo do complexo em n-octanol em uma cubeta contendo 2500 pL contendo

n-octanol. A medida de lipofilicidade adotada ¢ o log P, que ¢ da fragdo entre a

39



concentracao de composto em n-octanol e em agua, conforme representado pela

equacgdo abaixo:34
log P = [Composto]s-oc/[ Composto]seua
3.7 - Estudo de Interacio com Biomoléculas

3.7.1 - Estudo de Interacio com DNA: Ultravioleta-visivel

Inicialmente, preparou-se uma solugio 2,5 x10° M de ct-DNA, a
qual foi mantida em geladeira por 24h. Apds este periodo, verificou-se a razao
entre as absorbancias entre A260/A280, o valor de 1,8, indica um ct-DNA préprio
para uso, uma vez que se encontra livre de contaminacao por proteina, conforme
relatado na literatura.* O ensaio para investigacdo de interagdo dos compostos
com o DNA por UV-Vis consistiu na preparacdo de uma solucdo de complexo
(40 uM) em tampao Tris.HCI em cubeta de quartzo (3mL). Em seguida, foram
adicionadas sucessivas adi¢coes contendo 6 L da solu¢do de DNA (2,5 mM) nas
cubetas tanto da amostra (2880 pL de tampao e 120 uL. de complexo) quanto do
branco (2880 pL de tampao e 120 uL de DMSO). Posteriormente, os espectros
correspondentes foram registrados. A constante de liga¢cao dos complexos com ct-
DNA foi determinada aplicando-se a equacdo de Benesi—Hildebrand:®

[DNA]/(cA — ¢F) = [DNA}/(B — ¢F) + 1/Kb (¢B — £F)

Onde, Kb ¢ a constante de ligagdo; ef € o coeficiente de absortividade
molar do complexo; €a ¢ o coeficiente de absortividade molar aparente, que
corresponde a razao entre a absorbancia medida e a concentragdo do complexo
(Aobs/[Complexo]). A constante de ligacdo ¢ obtida através da razdo entre o
coeficiente angular da reta e o coeficiente linear do grafico: [DNA]/(ea - €f) vs.

[DNA].

3.7.2 - Estudo de Interacio com DNA: Eletroforese em Gel

Os complexos, solubilizados em DMSO, foram incubados em
diferentes concentracdes (0,1-100 uM) com o DNA plasmidial (pBR322) por 24h
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a 37°C. O controle positivo (C+) era composto pela cisplatina (10 uM) e DNA (1
uM) e o controle negativo (C-) consistia somente no DNA (1 uM), sendo que para
se alcancar o volume final de 20 pL, a solucao era completada com agua Milli-Q.
Apo6s o término da incubagdo, foi adicionado 15 pL. de STEB (40% de sacarose,
100 mM de Tris. HCI, pH = 7,4, 1 mM de EDTA, 0,5 mg.mL"! de azul de
bromofenol) as amostras. Em seguida, foram transferidos 20 pL. das amostras para
os pocos no gel de agarose (1%) em tampdo TBE (1X), o qual foi submetido a
uma corrente de 20 mA por Sh. Apds o término da corrida eletroforética, o gel foi
corado com brometo de etidio por 5 min e a sua revelacdo foi realizada no
fotodocumentador Gel Doc™ EZ, a imagem obtida foi tratada utilizando o

software ImageLLab™ 6.0.0 fornecido pela BioRad.

3.7.3 - Dicroismo Circular

Os experimentos de Dicroismo Circular foram realizados pelo MSc.
Renan Diego Zanetti no Departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e
Inorganica do Instituto de Quimica - UNESP Araraquara. Espectros de CD foram
obtidos para amostras de DNA na presenca de quantidades crescentes dos
complexos PdT e PACI. As medidas foram registradas em um espectropolarimetro
J-815 da JASCO, utilizando cubeta de quartzo de 3 mL, na faixa 235 a 320 nm,
com acumulagdo de 5 scans, largura de banda de 1,0 nm, velocidade de 100
nm/min e temperatura de 25 °C. A concentragdo de DNA foi mantida fixa em
5x10° M enquanto a concentra¢do dos complexos foi variada de 0 a 2x10~> M
(razdo complexo/DNA de 0 a 0,4).

Inicialmente, foram preparados 40 mL de uma solucdo de DNA
5x10° M! em tampdo tris-HCI (pH 7,2), os quais foram distribuidos igualmente
em dez tubos de ensaio. Adi¢des crescentes do complexo de interesse foram feitas
a cada tubo, partindo-se de uma solu¢do fresca de concentra¢do 1x10° M em

DMSO, mantendo a concentragdo do solvente organico abaixo de 2%. As
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amostras foram incubadas a 37 °C por 24h e apds o periodo as leituras foram

realizadas.86:%7

3.7.4 - Estudo de Interacio com DNA-Viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas utilizando um
viscosimetro de Oswald em um banho com temperatura de 25°C, empregando um
crondmetro para a medida do tempo de escoamento. Foram utilizadas diferentes
relagdes DNA/complexo em DMSO (10%), e os resultados foram expressos a
0173

partir de um grafico (n/m”)"” versus [complexo]/[DNA], em que n € a viscosidade

relativa do ct-DNA na presenca do complexo e n° na auséncia do complexo.

3.7.5 - Ensaio de Fluorescéncia com Hoechst 33258

O corante Hoechst 33258 tem a capacidade de interagir com o0 DNA
gerando um aduto com propriedades fluorescentes. O ensaio de supressdao de
fluorescéncia consiste na competicdo entre os complexos de estudo e o corante
pelo sitio ativo dessa interagdo. Caso os compostos apresentem a capacidade de
suprimir a intensidade de fluorescéncia do aduto DNA-corante, entende-se que a
molécula de interesse possui afinidade significativa com este sitio ativo,
demonstrando uma via de interacdo complexo-DNA.

Incialmente, foram preparados 70 mL de solu¢do de DNA 6x10~ M-
"'em tampdo tris-HC1 (5 mM Tris-HC1 / 50 mM NaCl em pH 7,3) contendo 420
uL de Hoechst 33258 a 1x10 M. Tal solugdo foi igualmente distribuida em 20
tubos de ensaio. Adigdes crescentes dos compostos foram feitas, partindo-se de
uma solugdo fresca de concentragdo 2x10 M! em DMSO, sendo a quantidade de
solvente organico adicionado aos tubos igual ou inferior a 3% (Tabela 3.2). Um
periodo de repouso de 5 min foi mantido em cada adi¢do antes da realizagao da
leitura de fluorescéncia. As leituras foram realizadas em cubeta de quartzo com
excitagdo em 350 nm, em uma faixa de 358 a 660 nm, com acumulagdo de 1 scan

a temperatura de 25 °C. A concentra¢do de DNA foi mantida fixa em 6x10~ M
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e do Hoechst em 6x10° M!. A concentra¢do dos complexos variou-se de 0 até

6x10°> M,

TABELA 3.2 - Relagdo de volumes de DNA+Hoechst e complexo (Cx) utilizados
na preparagao dos tubos de ensaio.

Tubos a) b) ¢ d e fH g h i) J
DNA+Hoechst/ 5 30 30 30 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

mL

[CxJ/ul 10 18 27 36 45 54 63 72 81 90

A fim de determinar quantitativamente a magnitude de interacdo

entre os complexos € 0 DNA, a equagdo de Stern-Volmer foi usada:

FO/F :1+st [Q]

Onde Fy e F sdo as intensidades de fluorescéncia do aduto Hoechst-
DNA antes e apos a adicdo dos complexos, respectivamente. A constante Ky, € a
constante de extincdo de Stern-Volmer e [Q] € a concentragdo do complexo em

questio estudado.?®%°

3.8 - Ancoragem molecular

Visando uma maior compreensao do sistema, estudos de ancoragem
molecular dos tipos de interacdes DNA-Complexos foram realizados. Para a
minimizag¢do energética das estruturas dos complexos metalicos, se aplicou o
hamiltoniano PM7 (método paramétrico 7) com o sofiware MOPAC.*° Os desvios
médios quadraticos (RMSD) de 0,2219 A e 0,483848 A, indicaram que as
sobreposicdes dos atomos pesados para as estruturas cristalograficas e teoricas
sdo convergentes para os complexos PACH3 e PdBr, respectivamente, Figura 3.4.
E importante salientar que, os valores de RMSD inferiores a 2,0 A sdo

considerados adequados.’!*?

43



FIGURA 3.4 - Sobreposicdo entre as estruturas minimizadas (atomos de C em
bege) e experimental (&tomos de C em cinza), dos complexos PACH3 e PdBr. Os

valores de RMSD = 0,2219 A e 0,4424 A aprovam o protocolo de modelagem
molecular implementado.

O arquivo contendo as coordenadas cartesianas 3D da
biomacromolécula (PDB ID 1BNA) foi extraido do banco de dados de proteinas
(PDB, Protein Data Center).”® A estrutura se organiza como duplas fitas de DNA
na forma B, cuja a sequéncia consiste em 5'-D(CGCGAATTCGCG)-3', sendo
resolvida por difracio de raios X e resolugdo de 1,79 A. Utilizando o
AutoDockTools-1.5.7, o arquivo *.pdb da biomacromolécula foi utilizado como
input, sendo extraidas todas as dguas co-cristalizadas.”* Em sequéncia, todos os
atomos de hidrogénio foram adicionados e computadas as cargas de Kollman.
Finalmente, a estrutura da biomacromolécula foi salva no formato *. pdbqt. Por
sua vez, os complexos metalicos foram carregados no formato *mol2, computadas
as cargas de Gasteiger e mantidas livres todas a ligacdes rotacionaveis. Os
arquivos foram salvos em formato *. pdbqt. Utilizando o sofiware Autogrid4, a
grid box foi centrada no ponto x, y, z (14,780 20,976, 8,807) com dimensdes de
caixa 40, 40, 96 ngpts e espacamento 0,375 A, contemplando toda estrutura do
acido nucleico, mapeando-se as energias de interagdo para todos os atomos do
sistema em analise. E importante ressaltar que nessa etapa os parimetros de
campo de forca para os centros metalicos de Pd(II) e Pt(Il) foram adicionados ao
arquivo “AD4_bound.dat’. Finalmente, o arquivo gerado foi salvo na extensao

*.gpf. As simulacdes de ancoragem molecular foram conduzidas através do
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software autodock4, modo semiflexivel, aplicando-se o algoritmo de busca
genético (Lamarckian GA), cujas condi¢des seguem: 150 individuos por
populacdo; 2500000 avaliacdes energéticas; 27000 geragdes; limite de 1
individuo sobrevivente para proxima geragao; taxa de mutacao de gene 0,02; taxa
de “crossover” 0,8; numero de corridas 100. Por fim, os complexos de interagao
melhores pontuados foram exportados como *.pdb e analisados com o software

Biovia Discovery Studio Visualizer.*

3.9 - Estudo de interacio com a Topoisomerase I e II: Eletroforese
em gel
O ensaio de inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase Ilo foi

realizado com o kit de relaxacdo do DNA fornecido pela Inspiralis Limited. No
ensaio foi usado 1 pLL de DNA (pBR322), 3 uL de tampao (Tris.HCI 4,5 mM, 0,5
mM de Tris. base e 50 mM de NaCl com pH 7,4) e 1uL (1,0 mM) de ATP para a
preparacao do mix. A solugdo de ensaio era composta por 4,5 pulL. de mix, 23 pL
de agua, 1,5 uLL dos complexos e, por fim, 1 uL da topo II. Os complexos foram
testados em diferentes concentragdes (0,1 1,00; 10,0;100 uM). Para a realizagao
do ensaio, as amostras foram mantidas incubadas a 37 °C por 45 minutos. Apds
este periodo foram adicionados 3 puL. de SDS (dodecil sulfato de sédio) e realizado
um choque térmico a 60 °C por 2 minutos para interromper o processo enzimatico.
ApoOs a interrupcao da agdo enzimatica foram adicionados 15ul. de STEB (40%
de sacarose, 100 mM de Tris.HCI, pH = 7,4, 1 mM de EDTA, 0,5 mgmL"' de azul
de bromofenol) e 60 uL de uma mistura de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1
v/v). As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, a partir do
sobrenadante, 20 puL da fase aquosa foram adicionados no gel de agarose 1%, em
solucdo tampao de TBE 1x (Tris/Borato/EDTA) pH = 8,2. A corrida eletroforética
se procedeu em 20 mA por Sh. A revelagdao do gel e o tratamento das imagens
foram realizados da mesma forma descrita no item anterior. O ensaio
eletroforético com a enzima Topoisomerase | segue 0 mesmo protocolo descrito

para Topoisomerase II, sem adigdo de ATP ao mix.
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3.10 - Ensaios Celulares

A avaliagdo da atividade citotoxica para os complexos foi realizada
frente as linhagens celulares tumorais humanas de mama triplo negativo MDA -
MB-231 (ATCC No. HTB-26), pulmdo A549 (ATCC No. CCL-185), prostata
DU-145 (ATCC No. HTB-81), ovario A2780 Cis (ECACC No. 93112517) e ndo
tumoral humana de pulmiao MRC-5 (ATCC N. CCL-171). As linhagens MDA -
MB-231, A549 ¢ MRC5 foram cultivadas utilizando-se o meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Vitrocell), suplementado com 10% de FBS,
enquanto as linhagens DU-145 ¢ A2780 Cis foram mantidas em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute,; Vitrocell), também contendo 10% de soro fetal
bovino. Para o cultivo celular, as mesmas foram submetidas a estufa umidificada

contendo 5% de CO, e temperatura de 37°C.

3.10.1 - Ensaio de Viabilidade Celular

A determinagdo da citotoxicidade dos compostos foi realizada
utilizando-se o método colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
brometo de tetrazolium). Para a realiza¢do do ensaio, as células foram semeadas
em uma placa de 96 pocos (1,5x10* células (150 uL/pog¢o) e incubadas por 24
horas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO, para adesdo celular.
Posteriormente, foram adicionadas diferentes concentracdes dos complexos em
DMSO, de maneira que a porcentagem final de DMSO utilizada seja de no
maximo 0,5%. A placa foi mantida em estufa (37°C e 5% de CO;) por mais 48
horas. Apos o tempo de incubacao, foram adicionados 50 pL de MTT (Img/mL)
por pogo, em seguida, incubou-se novamente em estufa (37°C e 5% de COy) por
3 horas. Depois, retirou-se o sobrenadante e solubilizou-se os cristais de formazan
em 150 pL de isopropanol. Por tltimo, foi realizada a leitura das placas em 540
nm com o auxilio do leitor de microplacas hibrido da BioTek modelo SYNERGY
HI1. Os valores de 1Csy foram determinados utilizando-se o software GraphPad

Prism.
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3.10.2 - Ensaio de Wound Healing

A capacidade dos complexos mais promissores em influenciar na
migracdo celular foi avaliada em células das linhagens tumorais A549 ¢ A2780
Cis utilizando-se o ensaio de Wound Healing. Foram plaqueadas 1,5x10°
células/poco em placas de 12 pocos, em seguida, foram incubadas em estufa por
24 horas, a fim de se adquirir uma confluéncia celular préxima de 100%. Com o
auxilio de uma ponteira de 1 mL realizou-se uma risca na monocamada de células
aderidas aos pocos. O meio de cultura foi removido, os pogos foram
cuidadosamente lavados com PBS e um novo meio contendo os complexos em
diferentes concentracoes (V& x ICsy, ¥4 x ICsp, Y2 x ICsp) foi adicionado. As imagens
foram registradas nos tempos de 0, 24 e 48 horas utilizando microscopio invertido
(NIKON ECLIPSE TS100) acoplado a uma camera Motcam 1SP 1.3 MP. Os

dados de porcentagem de inibicdo foram analisados no software Image J.

3.10.3 - Ensaio de Morfologia Celular

Os compostos mais citotoxicos nas linhagens celulares tumorais
A549 e A2780 Cis foram investigados em relacdo a sua capacidade de provocar
alteragdes morfologicas nas células. Para a realizagdo dos ensaios de morfologia
celular foram plaqueadas 1x10° células/pogo na A549 e 0,5x10° células/pogo na
A2780 Cis em placas de 12 e 24 pogos, respectivamente. Em seguida, as placas
foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Apos o periodo de
incubacao, os complexos em diferentes concentragdes (¥4 XICsg, Y2 XICso, 1Csy,
2x1Csp, 4xICsp) foram adicionados e fotos foram registradas em diferentes
intervalos de tempo (Oh, 24h e 48h), utilizando-se um microscopio invertido

(NIKON ECLIPSE TS100) acoplado a uma camera Motcam 1SP 1.3 MP.
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3.10.4 — Ensaio Clonogénico

As células A780 Cis (300 células/pogo) foram semeadas em uma
placa de 6 pogos e mantidas em um meio suplementado em 37 ° C em 5% de CO,
por 24 h. Posteriormente, as cé€lulas foram tratadas com diferentes concentragdes
dos complexos (0,035 uM, 0,07 uM, 0,14 uM, 0,28 uM, 0,56 uM) e incubadas
por 48 h. No controle, foi adicionado apenas DMSO (0,5%) nas mesmas
condicdes. Apds esse periodo, o meio foi substituido por um meio fresco sem
qualquer complexo, e as placas foram incubadas por 10 dias. As células foram
lavadas com PBS, fixadas com metanol e acido acético (3: 1) por 5 min, e coradas
com 5% de cristal violeta por 30 min. O nimero de colonias formadas foi

analisado usando o software ImageJ.

3.10.5 - Analise do ciclo celular

A quantificacdo da porcentagem de c€lulas em cada fase do ciclo
celular pode ser realizada por citometria de fluxo através da marcagdo com iodeto
de propideo. As células A2780 Cis foram plaqueadas (2,0x10° células/poco) em
placa de 12 pogos e mantidas a 37 °C e 5% CO; por 24 horas em estufa umida de
cultura de células. Apos o tempo de incubagdo, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes do complexo (0,14 uM, 0,28 uM, 0,56 uM), no controle
negativo foi adicionado 0,5% de DMSO. Apos o tempo de exposicao dos
complexos com as células por 48h, os compostos foram removidos das placas,
lavado com PBS e centrifugada a 1000 rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado, e o pellet celular foi incubado com 500 pL de alcool etilico gelado
(70 %), por 24h, a -20°C. Logo em seguida, as células foram lavadas com PBS ¢
centrifugada, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
ribonuclease (RNase A) 0,2 mg/mL e PI (iodeto de propideo), incubados por 30
minutos. A andlise da porcentagem das células em cada fase do ciclo foi realizada

no citdmetro de fluxo BDAccuri C6 (BD Biosciences).”®’
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Capitulo 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sintese e caracteriza¢ao dos compostos

Os complexos foram obtidos conforme adaptacdo da metodologia
sintética descrita por Oliveira e colaboradores, a qual ¢ constituida por duas
etapas, quando a primeira consiste na reagcdo entre os ligantes € o precursor
metalico bis(acetonitrila)dicloridopaladio(Il), [PACL,(ACN),].*” Essa fornece a
formacao de um intermediario binuclear in situ contendo os ligantes cloretos em
ponte entre os centros metalicos € o mesmo ¢ proveniente da substituicdo dos
ligantes acetonitrilas pelos ligantes derivados das tiossemicarbazonas, o que
confere uma maior estabilidade ao sistema devido ao efeito quelato. Além do
intermedidrio binuclear, provavelmente ocorre a formacdo de um complexo
mononuclear de Pd(IT) contendo dois ligantes clorido.

De acordo com a literatura, ocorre primeiramente a saida dos ligantes
acetonitrilas, pois 0s nitrogénios sdo bases duras de Pearson e portanto se ligam
mais fracamente com os metais Pd(II) e Pt(Il), os quais sdo acidos moles. Alem
dos 4atomos de cloro serem um pouco mais moles do que o nitrogénio e
consequentemente exibem uma afinidade maior pelos centros metélicos, estes
também apresentam orbitais d disponiveis que sdo capazes de estabilizar de forma
mais efetiva os orbitais do metal. Posteriormente, um equivalente de
trifenilfosfina ¢ adicionado promovendo a clivagem da liga¢ao Pd-Cl e originando
os produtos de interesse como demonstrado na Figura 4.1.

A coordenagdo da trifenilfosfina ao centro metalico normalmente
ocorre trans ao N iminico (C=N) e ndo ao atomo de enxofre, evitando a
desestabiliza¢do da ligagdo M-L por uma competi¢dao pela densidade eletronica
do orbital d do metal para os orbitais d dos a&tomos de P e S, o que enfraqueceria
ambas as ligagdes Pd-S e Pd-P®' As reagdes foram submetidas a refluxo e
acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD), na qual foi

verificado a formacgao de um tnico produto em 48h. Em um tempo menor era
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possivel observar a presenca de subprodutos, os quais também foram constatados

por Ressonancia Magnética Nuclear de 3'P.
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FIGURA 4.1 - Proposta de mecanismo para obten¢ao dos complexos.

Os dados provenientes da Analise Elementar tanto para os ligantes

quanto para os complexos demonstraram que os valores teodricos, descritos entre

parénteses, estdo proximos aos valores experimentais, os quais estdo de acordo

com as estruturas propostas, conforme demonstra na Tabela 4.1.

Os resultados da Condutividade molar em DMSO também foram

relatados na tabela 4.1 e a partir destes verificou-se que os compostos de paladio

e o composto de platina PtBr em DMSO apresentaram valores de condutividade

molar na faixa entre 0,985 ¢ 4,5 Q' cm? mol™', de acordo com a sua natureza ndo

eletrolitica, sugerindo a coordenagdo do ligante na sua forma aniOnica. Esse

comportamento também foi descrito por Nyawade e colaboradores em 2021 para

compostos semelhantes, uma indicagdo de que o ion cloreto esta dentro da esfera

de coordenagio.*
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TABELA 4.1 - Caracterizagdes e analise elementar dos compostos.

Analise Elementar

Composto P.F Cor Rendimento Conduztivid:{?c
. (S cm* mol™) C% H% N%
CoH2BrN;S, 172-174° | Amarelo 92,34% - (3355.'3709)* (ggg) (gg;)
CoH12CIN3S, 144-147° | Amarelo | 87,35% - (ﬂ:gg) (jjgg) (}2:845‘)
C1oH15N3S; 145-148° | Amarelo |  75,89% - (jg:% (222) (};:Zi)
CoHi3N3S; 114-117° | Amarelo |  84,03% - (3;22) é:;g) (}i;ig’)
CsHi0CIN3S, 185-186° | Amarelo |  89,09% - (32:32) (3:8;) (}2:32)
CsH0BrN;S; 205-208° | Amarelo | 95,07% - égzgg) 8:32) (}j{jﬁ)
CsHiiNsS; 124-126° | Amarelo | 78,11% - (i?gi) (gég) (}328)
C27H26BrCINsPPAS, | 221-224° | Laranja | 71,61% 2,63 (3???) (g:gg) (2:32)
C27H26CLN3PPAS, | 201-204° | Laranja | 52,39% 1,07 (322;3) (gigj) (g;ii)
CasH9CIN3PPdS, | 180-183° | Laranja 62,78% 0,98 (g:?g) (3:45‘471) (2};‘)
C27H27CIN3PPAS, | 226-229° | Laranja | 72,51% 4,54 éizﬁ) (jé;) (2322)
CortlasBICINGPPIS: | (f;fmﬁie) Rosa | 71,26% 111 (3(1):247‘) (g:gg) (2:(2)3)
[C27Ha2sCIN3PPtS,]Cl | 203-207° | Laranja | 57,64% 46,41 (jizg% (ijgg) (gjgg)

*Valores teoricos (entre parénteses)

Porém, o composto PtT exibiu condutividade molar de 46,41 Q! cm?

mol ! indicando uma natureza i6nica 1:1, sugerindo que ndo houve desprotona¢do
do ligante, estando coordenado ao centro metéalico na sua forma neutra. Esse valor
esta de acordo com a literatura, uma vez que eletrolitos 1:1 encontram-se na faixa

entre 20-62 Q' cm? mol ™.
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4.2 - Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho
(FTIR):

De acordo com a literatura as tiossemicarbazonas podem exibir
tautomerismo de tiona-tiol em solucao decorrente da funcao tioamida (NH-C=S).
Portanto, verificou-se que os ligantes em estudo ndo exibiram a presenga de banda
na regido entre 2500-2600 cm ! correspondente ao estiramento SH. Além disso,
também foi observado a presenca das bandas referentes aos estiramentos NH e
C=S nos espectros dos ligantes sugerindo que as tiossemicarbazonas permanecem
na sua forma tiona no estado sélido.”

Os compostos derivados de tiossemicarbazonas podem interagir com
os metais de diferentes maneiras, porém a coordenagdo destes, de forma geral,
ocorre via atomos de N e S fornecendo ligantes bidentados anidnicos.?® Esse modo
de coordenacdo ¢ observado para os complexos de paladio de interesse, o qual ¢
evidenciado pela auséncia da banda em torno de 3200 cm ! nos seus respectivos
espectros, referente ao estiramento N-H, indicando a desprotonacao do ligante e
coordenac¢ao anionica.

De acordo com a literatura, bandas fortes e largas entre 3445-3257
cm’! sdo atribuidas ao estiramento v(N—H) tioamidico, e as bandas entre 3167—
3109 cm™! estdo associadas ao estiramento assimétrico v(N—H) hidrazinico.!®
Tal comportamento ¢ exemplificado na Figura 4.2 (a), a partir da sobreposi¢ao
dos espectros do ligante TET e os seus respectivos complexos PdT e PtT. E
possivel observar que para o complexo de paladio ocorre o desaparecimento da
banda N-H em 3203 c¢m !, no entanto, o0 mesmo nio ¢ notado para o composto de
platina. Essa observagdo esta condizente com os dados de condutividade molar,
os quais evidenciaram a natureza nao eletrolitica do PdT e a preseng¢a do PtT como
eletrolito 1:1. Porém, a presenca de uma banda alargada na regido entre 2373-
3207 cm no espectro do complexo PtT, caracteristica de ligagdes OH decorrentes

da presenca de 4gua no composto que proporcionam a formagao de interagoes de
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hidrogénio, dificultou a visualizagdo da presenga da banda NH. Todavia, a
presenga deste grupo foi comprovada por RMN.
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FIGURA 4.2 - Sobreposi¢ao dos espectros de FTIR para o ligante TET (preto) e
os complexos PdT (azul) e PtT (rosa): (a) espectro geral e ampliacao da regido
NH, (b) ampliacao da regido dos estiramentos C=N e C=S ¢ (c¢) ampliacao da
regido das bandas Pd-N e Pd-S.
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A atribuicdo dos estiramentos permitiu inferir os deslocamentos em
relagcdo as principais bandas diagnosticas de coordenacdo como a C=N e C=S.
Desse modo, foi possivel sugerir o deslocamento do estiramento C=S que
provavelmente ocorre em 815 cm, regido na qual também pode haver
contribui¢do do estiramento C-S do tiofeno o que dificulta a atribuigao dos
mesmos, no ligante para regido de 754-760 cm™! nos complexos, o que caracteriza
um deslocamento para uma regido menos energética.**> Tal deslocamento indica
que ocorreu uma doagao de densidade eletronica do enxofre da tiossemicarbazona
para o metal e como a coordenagdo provoca a desprotonagdo do ligante, o que
gera uma deslocalizagdo da densidade eletronica enfraquecendo a ligagao C=S,
uma vez que ocorre uma diminuicdo do carater m desta ligagdo e
consequentemente aumenta a densidade eletronica da ligacdo C-N. Esse
comportamento ¢ evidenciado pelo deslocamento significativo do estiramento C-
N para uma regido mais energeética dos espectros PdT e PtT, os quais deslocaram
de 1294 para 1311 cm™! e 1319 cm™!, respectivamente.*

O estiramento C=N ¢ atribuido a uma banda com intensidade
acentuada na regido de 1539 cm! no espectro do ligante livre. Esta banda
encontra-se na regido de 1557 cm™ no espectro do complexo PdT e em 1616 cm-
"'no PtT.*’ Esse deslocamento foi mais pronunciado no complexo de platina,
apresentando um deslocamento de aproximadamente 77 cm!. No entanto, em
ambos os complexos, o deslocamento do estiramento C=N foi significativo,
indicando que a coordenagdo ao centro metalico ocorreu via &tomo de N iminico.
Além disso, a mudanga para niumeros de onda mais elevados da banda (NN),
observada para os complexos de platina e paladio, também foi relacionada a
deslocalizacao eletronica, ocorreu como consequéncia da coordenagao através do
atomo de nitrogénio azometino e desprotonagio de tiossemicarbazonas.*’

A coordenagdo via atomos de N e S ainda ¢ reforcada pelo
surgimento de duas bandas na regido de 536 cm™ e 522 cm, as quais estdo

relacionadas a presenga dos estiramentos Pd-N e Pd-S, respectivamente. J4 no
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complexo de platina o estiramento Pt-N ¢ atribuido a banda em 543 cm™!, enquanto
o estiramento Pt-S corresponde a banda em 516 cm™!. A partir das modifica¢des
dos estiramentos foi possivel concluir que todos os ligantes se coordenam aos
centros metalicos como N,S-bidentados. As bandas proximas as regides de 340
cm’! presentes nos espectros dos complexos foram atribuidas aos estiramentos M-
Cl, conforme descrito na literatura.'”® A presenca do ligante trifenilfosfina ¢
confirmado nos espectros de todos os complexos pelo surgimento de uma banda
em torno de 1096 cm™!. A mesma esta coerente com o valor de 1097 cm™ ! descrito
na literatura para o estiramento P — C em complexos de paladio.!”>!% As
atribuigdes para os principais modos vibracionais encontram-se descritas na
Tabela 4.2. De forma geral, os compostos apresentam grande similaridade
estrutural e por isso apenas o ligante TET e seus respectivos complexos foram
selecionados para uma discussao mais detalhada, assim os espectros referentes

aos demais compostos encontram-se nos anexos.

TABELA 4.2 - Atribui¢do dos estiramentos dos compostos por V.

Compostos | v(C=N) | v(C=S5) N-H N-N C-N M-C1 M-S M-N PPh3
CLET 1536 (F) | 812 (F) | 3106 (f) | 1085 (m) | 1309 (m) - - - -
BRET 1536 (F) | 808 (m) | 3105 (f) | 1083 (m) | 1307 (m) - - - -

TET 1539 (F) | 815 (F) | 3203 (m) | 1100 (m) | 1294 (m) - - - -
MET 1526 (F) | 810 (F) | 3209 (m) | 1086 (m) | 1297 (m) - - - -
PdBr 1554 (F) | 746 (m) - 1071 (f) | 1318 (m) | 344 (f) | 510 (m) | 534 (F) | 1098 (F)
PdCl 1562 (F) | 745 (m) - 1073 (f) | 1322(m) | 339(f) | 513 (m) | 534 (F) | 1097 (F)
PdT 1557 (F) | 764 (m) - 1076 (f) | 1311 (f) | 338 (f) | 522 (m) | 536 (F) | 1096 (F)
PdCH; 1570 (F) | 750 (m) - 1076 (f) | 1307 (f) | 334 () | 509 (m) | 532 (F) | 1102 (F)
PtBr 1505 (F) | 758 (m) - 1028 (f) | 1394 (f) | 340 (f) | 517 (m) | 546 (F) | 1103 (F)
PtT 1605 (F) | 757 (F) | 3203 (f) | 998 (m) | 1319 (f) | 344 (f) | 516 (m) | 545 (F) | 1089 (F)

4.3 - Espectroscopia de absor¢ao na regiao do Ultravioleta-visivel:

Os espectros eletronicos do ligante e dos complexos foram realizados
em DMSO na concentragdo de 1x10° M. Na Figura 4.3 esta representada a
sobreposicao dos espectros referentes aos ligantes e seus respectivos complexos
de paladio e platina. Nos espectros dos ligantes foi observada uma banda

intraligante préxima a 270 nm correspondente as transi¢oes eletronicas do tipo n
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— w*. A banda alargada na regido de 330 nm proveniente da contribui¢do de
transicoes eletronicas do tipo m—m*, decorrente da presenca dos grupos
cromodforos na molécula, tais como C=C, C=N e C=S. Apos a complexacao, essa
banda ¢ exibida em torno de 360 a 375 nm, tanto para os complexos de paladio
quanto para os complexos de platina. Este deslocamento batocromico
significativo refor¢a a coordenagcdo dos ligantes ao centro metdlico. Esse
deslocamento para o vermelho ¢ advindo de uma reorganizacdo de densidade
eletronica proveniente da desprotonacdo do ligante que ocorre como
consequéncia da coordenagdo. Essas observacdoes também foram relatadas
anteriormente em outros complexos de paladio(Il) e platina(Il) com estruturas
semelhantes.>* A Tabela 4.3 apresenta a atribui¢do das bandas para os compostos

em relacdo as suas respectivas transigoes eletronicas e absortividades molares.

56



—LMET
——PdCH3
0,8 ——CLET

——PdClI

0,6 -
0,6 4

0.4

o
FS

sy 343

Absorbancia
Absorbancia

024 02

375

0,0

T T T T 1
300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

T T T T 1
300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

——LTET

—PdT

s PAT: ——BRET
——PdBr
= PBr

08+

0,6

333

Absorbancia
Absorbancia

i 360

529 533

T T T 1 T T T 1 g——
300 350 400 450 500 550 600 650 300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

0,0

FIGURA 4.3 - Sobreposi¢ao dos espectros de U.V-Vis dos ligantes (preto) e seus
complexos de Pd(II) (roxo) e Pt(Il) (rosa) obtidos em DMSO na concentragdo de
1x10° M,

De acordo com dados da literatura, a banda proéxima a 530 nm nos
complexos de platina pode ser atribuida a transferéncia de carga ligante-metal S
— M. Esta banda ¢ proveniente da excitacdo pela luz visivel de um elétron do
atomo de enxofre presente no ligante para um orbital d vazio da platina,
possibilitada devido a sua configuragdo eletronica d®. Sendo assim, a presenca
dessa banda ainda refor¢a a coordenagao do ligante ao centro metalico via &tomo
de enxofre. A identificagdo de bandas esperadas referentes as transigdes d-d ¢
dificultada devido ao alargamento da banda LMCT, a qual pode se estender até a

parte visivel do espectro e consequentemente mascar as bandas d-d.>°
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TABELA 4.3 - Atribui¢do das transigoes eletronicas dos compostos.

i 1ol .~
Composto Comprimento de € (molL"cm™) Transiciao
onda (nm)

258 65000 n — w*
BRMT 343 26800 ot
*

259 62900 n—x
BRT 343 32400 ot
261 58900 n— m*
MMT 336 23100 ot
258 12000 n— m*
T™T 335 20800 ot
266 12700 n — m*
CLMT 291 15000 ot
257 69100 n— m*
BRET 343 25500 ot
%

257 68900 n—n
CLET 342 27100 ——
%

265 61100 n—n
MET 336 27900 ot
%

257 63600 n—n
TET 333 27000 ot
258 66800 n— 7k
o 342 41000 -
259 78900 n — m*
PdBr 370 23700 o
259 73800 n— m*
pdcl 369 20400 ot
260 76300 n— m*
Pt 361 21800 andii
260 72300 n— m*
pdcih 362 20700 andii
261 68100 n— n**

PtBr 372 17400 T
533 2500 LMCT
259 67900 n— n**

PtT 368 17200 gl
529 2000 LMCT
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4.4 — Ressonancia Magnética Nuclear:

A caracterizagdo dos compostos também foi realizada através da
técnica de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, 13C, *'P, DEPT-135 ¢
HSQC. As atribuig¢des dos sinais presentes nos espectros de RMN para os ligantes

e complexos foram feitas com base no esquema de numeragao descrito na Figura

4.4,

FIGURA 4.4 - Esquema de numeragao para os compostos propostos.

De acordo com a similaridade estrutural entre os compostos, somente
o ligante TET e seus respectivos complexos de palddio e platina foram
selecionados para atribuicdo dos sinais e discussdo em relacdo aos seus
deslocamentos quimicos. Sendo assim, os espectros de RMN dos demais
compostos estao nos anexos.

O espectro de RMN de 'H para o ligante TET esta representado na
Figura 4.5, no qual o sinal em 7,26 ppm ¢ referente ao residuo de CH3Cl no
solvente CDCl; e 1,58 ppm a 4gua presente no CDCl;.!%* A partir da anélise deste
espectro € possivel verificar a presenca de um singleto mais desblindado em 8,62
ppm corresponde ao hidrogénio hidrazinico (H8a), confirmando a forma tiona em
solucdo. Esse valor esta proximo a faixa da literatura de 9,00-12,00 ppm relatada
para o isomero E. A auséncia de sinais de protons na faixa de 14,00-15,00 ppm,
normalmente € associada com a presenga de proton hidrazina N-NH no isomero

Z, refor¢ando a estrutura do ligante como isdmero E na solugdo de DMSQ.3%:40-36
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O tripleto em 1,29 ppm esta associado aos hidrogénios do grupo
metila CHs (12), os quais sao mais blindados do que os hidrogénios do grupo
metila CHs (6), uma vez que estes sao adjacentes ao grupo CH; (11) que blinda
de forma mais eficiente os hidrogénios do grupo metila. Os demais estao ligados
a um carbono diretamente ligados a um atomo eletronegativo (N7), o qual retira
densidade eletronica do grupo metila CH; (C6), e consequentemente desblinda o
nucleo dos hidrogénios, ocorrendo em 2,26 ppm no espectro. Vale ressaltar que o
tripleto em 1,29 ppm ¢ decorrente do acoplamento com os hidrogénios adjacentes
do grupo CH; enquanto o sinal correspondente aos hidrogénios do grupo metila
(6) € um singleto, o que significa ndo ter hidrogénios vizinhos préximos, o que
permitiria o acoplamento.

A ampliagdo da regido proxima a 3,7 ppm mostra a presenca de um
multipleto aos hidrogénios do grupo CH, que acoplam com os hidrogénios
vizinhos do grupo CH3 (12). A partir do espectro € possivel inferir que os dupletos
em 7,32 ppm e 7,27 ppm se referem aos hidrogénios H4 ¢ H2 do anel tiofeno,
respectivamente. Ja a presenca do hidrogénio H3 do heterociclo ¢ caracterizada
por um tripleto na regido de 7,02 ppm, o qual acopla com os H2 e H4, sendo o
hidrogénio mais blindado do heterociclo. Por fim, o singleto em 7,46 ppm

confirma a presenga do hidrogénio H10a presente no grupo N10-H10.
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FIGURA 4.5 - Espectro de RMN de 'H para o ligante TET em CDCl;.
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O espectro de RMN de 'H do complexo PdT ¢ elucidado na Figura
4.6, no qual ¢ observado um sinal tripleto localizado na regido mais blindada do
espectro em torno de 1,19 ppm, corresponde aos hidrogénios do grupo metila -
CHj; (12), enquanto os demais hidrogénios pertencentes ao outro grupo metila -
CHj; (6) foram atribuidos ao singleto proximo a 3,16 ppm. O sinal multipleto em
torno de 3,48 ppm visualizado na ampliagao do espectro caracteriza a presenca
dos hidrogénios do grupo CH; e os dupletos em 7,60 ppm e 7,56 ppm sao
vinculados a presenga dos hidrogénios do tiofeno (H4 e H2). J4 o tripleto em 7,07
ppm esta associado a presenga do hidrogénio H3 do heterociclo tiofeno.

O surgimento de multipletos na regido de 7 ppm referente aos
hidrogénios da trifenilfosfina demonstra a coordenacdo ao centro metalico. Ao
ampliar essa regido observa-se multipletos mais desblindados em 7,7 ppm
associados aos 6 hidrogénios em orto nos anéis fenil, os quais vao sentir mais a

doagdo sigma da densidade eletronica do fosforo para o centro metalico, e que
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consequentemente, provoca uma desblindagem maior desses hidrogénios. Os

demais hidrogénios meta ¢ para estio mais afastados do fosforo e por isso se

mostram um pouco mais blindados no espectro, os quais se localizam na regiao

de 7,4 ppm.®°
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN de 'H para o complexo PAT em CDCls;.

Ao sobrepor os espectros de ligante TET e complexo PdT,

representado na Figura 4.7, & possivel observar que os ligantes foram

desprotonados em decorréncia da coordena¢do ao CH3(6) metalico. Esse

comportamento ¢ evidenciado pelo desaparecimento do sinal mais desblindado.

Analisando ambos os espectros, foi possivel observar o sinal em 8,62 ppm

correspondente ao hidrogénio hidrazinico (H8a), no ligante livre. No entanto, nao

foi possivel notar sua presen¢a no espectro do complexo.*
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FIGURA 4.7 - Comparagio entre os espectros de RMN 'H do ligante TET ¢ do
complexo PdT em CDCls.

O sinal em aproximadamente em 4,5 ppm, referente ao H10 ¢
caracteristico de TSC coordenada na forma anidnica.'”” Outro importante
indicativo da ocorréncia da coordenagdo ¢ o deslocamento significativo do sinal
referente aos hidrogénios -CHj (6) adjacente ao carbono da fung¢do azometina
(CH3-C=N), assim no ligante este encontra-se em 2,26 ppm, € apds a
complexac¢do, seu ambiente torna-se mais desblindado, ocorrendo em 3,16 ppm.
Esse deslocamento ¢ resultante do efeito indutivo, uma vez que o nitrogénio
azometina (N7) doa densidade eletronica para o centro metalico, simultaneamente
esse fica mais deficiente em elétrons e tende a retirar densidade eletronica dos
atomos adjacentes como a metila. Desta forma, como consequéncia ocorre a
diminuigao de elétrons ao redor do ntcleo dos hidrogénios o que os torna mais
suscetiveis a sofrerem os efeitos do campo magnético aplicado. Tal

comportamento reforga a coordenagdo via atomo de N7.
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O RMN de *'P para o complexo PdT, representado na Figura 4.8,
mostrou apenas um sinal em 28,05 ppm referente a trifenilfosfina coordenada,
confirmando a obtencao de apenas um produto. Esse valor estd proximo a valores
citados na literatura para coordenagdo da trifenilfosfina ao paladio em CDCl;.%
Nao foi observado sinais referentes a fosfina livre na regido negativa do espectro

e nem de 6xido de trifenilfosfina em 25,94 ppm.

28.05

B
S }\I—N\
H
01—Pd\s>’ N}
Ph,P
160 140 120 100 80 60 40 20 0  -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140

ppm

FIGURA 4.8 - Espectro de RMN de *'P do complexo PdT em CDCl;.

Para o seu analogo de platina PtT ¢ visto um sinal pronunciado
proximo a 17,24 ppm, referente a ligagcdo Pt-P trans a ligagdo Pt-N, e dois sinais
menores, um de cada lado do sinal principal localizados em 29,50 ppm ¢ 4,98
ppm, os quais sdo originados pelo acoplamento entre o nicleo do atomo de *'P e
o nucleo do atomo de '°Pt, o qual apresenta maior abundancia (33,8%), formando

dois sinais satélites do sinal principal como visto na Figura 4.9 81105
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FIGURA 4.9 - Espectro de RMN de *'P do complexo PtT em CDCl;.

As principais diferencas observadas quando se compara os espectros
de RMN de *C do complexo PdT, representado em azul na Figura 4.10, e seu
respectivo ligante se baseiam no deslocamento de 9,5 ppm da ligacdo C=S para
uma regido mais blindada do espectro, deslocando de 177,35 ppm para 167,82
ppm. Esse comportamento ¢ decorrente da conversao da sua forma tiona em tiol
promovida pela desprotonacao do ligante, a qual provoca uma deslocalizacao da
densidade eletronica, sendo essa mais concentrada entre os dtomos da ligagao C9-
N8 fazendo com que o carbono se torne mais blindado.>*1%

Outro deslocamento significativo foi de 14,3 ppm correspondente a
ligacdo C=N, a qual encontra-se em 142,60 ppm e desloca para 156,88 ppm,
tornando-se mais desblindada devido a coordenagao do N7 ao centro metalico. A
coordenagdo promove a retirada da densidade eletronica por efeito indutivo da
ligacio C=N e do grupo metila (-CHs;) adjacente, o qual apresenta um

deslocamento significativo de aproximadamente 11,8 ppm para uma regido mais
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desblindada, deslocando de 14,41 ppm para 26,20 ppm. Ambos os deslocamentos

reforcam a coordenacgdo via N7.%
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FIGURA 4.10 - Sobreposic¢do dos espectros de RMN *C do ligante TET (preto)
e do complexo PdT (azul) em CDCls.

A atribuicdo dos demais sinais de carbono para os complexos foi
realizada com o auxilio de analises complementares como o DEPT-135, sendo
possivel identificar o nimero de hidrogénios ligados a um determinado atomo de
carbono. Desta forma, o grupo metileno (-CH) pertencente ao grupo etil € situado
na regido negativa do espectro em 41,18 ppm como pode ser visto na Figura 4.11,
0 que corrobora com os dados obtidos com a andlise de *C. J4 os grupos metila
(-CH3) e metino (-CH) contendo numero impar de hidrogénios se localizam na
fase positiva do espectro. Nesta andlise ndo ¢ possivel verificar a presenga de
carbonos quaterndrios, sendo assim a auséncia de carbonos na regido entre 180

ppm a 129 ppm, os quais puderam ser confirmados pela analise de DEPT-135.
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FIGURA 4.11 - Sobreposi¢ao dos espectros de RMN DEPT-135 do ligante TET
(preto) e do complexo PdT (azul) em CDCls.

A partir da técnica bidimensional HSQC € possivel correlacionar os
nucleos dos hidrogénios (eixo X) que acoplam com os nucleos dos carbonos (eixo
Y). Sendo assim, verificou-se a partir da ampliagdo do espectro que o carbono que
sofreu um grande deslocamento corresponde ao grupo metila adjacente a ligacao
azometina, uma vez que os hidrogénios em 3,1 ppm realmente estao associados
ao carbono em 25 ppm, conforme representado na Figura 4.12, confirmando que

esse sofreu maior desblindagem devido a coordenacao ao centro metalico.
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FIGURA 4.12 - Ampliagdo do mapa de contorno da correlagdo *C-'H HSQC do
complexo PdT em CDCls.

4.5 - Difracao de raios X

A andlise de Difracao de Raios X de monocristal fornece a elucidacao
da estrutura cristalina/molecular dos compostos de interesse de forma exata, a
qual permite extrair informag¢des como o comprimento, o angulo das ligacdes ¢ a
posicdo dos atomos. A determinacao dos atomos de hidrogénio por essa técnica
torna-se inviavel, uma vez que os raios X sdo espalhados por elétrons e os
hidrogénios apresentam baixa densidade eletronica, assim a posi¢dao destes ¢
obtida através de célculos ou pela difra¢do de néutrons.!%

Nesse contexto, foi possivel a obtengdo de sete cristais aptos a
difracdo de raios X de monocristal, na qual quatro estruturas cristalinas estdo de
acordo com as propostas no presente trabalho e encontram-se representadas na
Figura 4.13. As demais estruturas cristalinas sdo provenientes de reagdes em que

era observado a formacao de subprodutos, onde uma delas elucida a coordenacao
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do ligante de forma monodentada via 4&tomo de enxofre como pode ser visto na
Figura 4.14, o que reforga a possibilidade de diferentes modos de coordenagao.
Os cristais dos complexos foram obtidos através da recristalizagdo em acetonitrila,
com excecao do complexo PACH;.DMSO que foi obtido no solvente DMSO-d; e
do complexo PdCl; em etanol, enquanto o ligante CLET foi obtido em

cloroférmio.

R

PACH;.DMSO

FIGURA 4.13 - Estruturas cristalograficas obtidas para o ligante e para os
complexos. Os atomos estao representados no modelo ORTEP (elipséides 30%).
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FIGURA 4.14 - Estruturas cristalograficas provenientes das reacdes com
subprodutos. Os dtomos estdo representados no modelo ORTEP (elipséides 30%).

A andlise de difragdo de raios X em monocristal para o ligante CLET,
cuja unidade assimétrica estd representada na Figura 4.15, mostra que esse
cristaliza no sistema monoclinico pertencendo ao grupo espacial P2,/c. O
comprimento da ligagdo N(3)-C(4) é 1,28 (2) A est4 proximo ao da literatura que
corresponde a 1,28 A para C=N e 1,49 A para C-N, o que confirma a presenca do
grupo funcional base de schiff (C=N) na molécula e consequentemente a obtencgao
do produto. J4 o comprimento da ligagdo S(1)-C(3) é de 1,66 (18) A, o que
caracteriza a presen¢a de uma ligagao dupla indicando que o composto se encontra
forma tiona, uma vez que trabalhos evidenciam que o comprimento de ligacao

C=S ¢ proximo de 1,67 (2) A em compostos derivados de tiossemicarbazonas. 2*
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O comprimento das principais ligagdes e seus respectivos angulos estao descritos

na Tabela 4.4.

FIGURA 4.15 - Unidade assimétrica do composto CLET. As elipsoides térmicas
sao apresentadas com probabilidade de 30 %.

TABELA 4.4 - Comprimento e angulo das principais ligacdes para o composto
CLET.

Ligacoes Comprimentos (A) Ligacdes Angulos ©)
S(2)-C(6) 1,72 (17) N(1)-C(3)-N(2) 115,89 (16)
S(1)-C(3) 1,66 (18) N(3)-C(4)-C(5) 124,83 (16)
N(@3)-C(4) 1,28 (2) C(4)-N(3)-N(2) 117,59 (15)
N(1)-C(3) 1,32 (2) C(3)-N(1)-C(2) 124,85 (16)
N(3)-N(2) 1,36 (2) C(9)-S(2)-C(6) 90,80 (8)

CI(1)-C(9) 1,71 (18) CI(1)-C(9)-S(2) 120,64 (11)

No estado soélido, o composto apresenta duas interagdes
intramoleculares, as quais estdo representadas na Figura 4.16. Para cada uma
dessas interagdes ¢ observada a formag¢ao de um arranjo do tipo S(5) que estabiliza
a estrutura, a primeira envolve os atomos C(2)-H(2B)---S(1) com comprimento
de ligagdo de 2,99 (6) A.°° Ja a segunda intera¢do consiste nos atomos N(1)-
H(1)---N(3) que exibe comprimento de ligagdo de 2,20 (14) A. Esses valores esto
proximos aos relatados por Sen e colaboradores em 2019 para compostos

derivados de 2-acetil-5-cloro tiofeno e tiossemicarbazona.”’
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FIGURA 4.16 - Representacao das interagdes intramoleculares para o composto
CLET ao longo do eixo cristalogréfico a.

O composto também apresenta interagdo intermolecular, como pode
ser vista na Figura 4.17, envolvendo os &atomos N(2)-H(2):---Cl(1) com
comprimento de ligacdo de 2,77 (5) A. Esse valor est4 proximo ao encontrado por
Yaman e colaboradores em 2017 para compostos semelhantes, cujo valor de

comprimento de ligagdo descrita foi de N — H---Cl: 2,60 A.!"7
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FIGURA 4.17 - Representacdo de interagdes intermoleculares para o composto
CLET vistas ao longo do eixo cristalografico a. Codigo de simetria: (1) 1-x, 0.5+y,
1.5-z.

A anélise de difracdo de raios X em monocristal para o complexo
PdBr mostra que este cristaliza em um sistema monoclinico e pertence ao grupo

espacial P2;/n. Os principais dados cristalograficos estdo descritos na Tabela 4.5
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e os demais dados cristalograficos coletados através dessa andlise se encontram

tabelados nos anexos.

TABELA 4.5 - Dados cristalograficos para o complexo PdBr.

Dados do cristal

Sistema cristalino

Grupo especial
Temperatura (K)
a, b, c(A)

o B, v ()

V(A%

Z

Tipo de radiagao

Monoclinico

P2i/n

293(2)

14.2389 (4), 11.2379 (3), 19.0398 (5)
90, 111.601 (3), 90

2832.69 (14)

4

Mo Koo (A=0.71073)

Dados da coleta

N° de reflexdes coletadas e independentes  |61158, 6191

Rint 0.0317

(sin @/\) max(A™) 0,717
Dados do refinamento

R [F?>26(F?)] wR(F?)
N° de reflexdes

N° de parametros

0.0435, 0.1082
61158
336

Na Tabela 4.6 estdo descritos os principais comprimentos de ligacao

para o complexo PdBr, cuja unidade assimétrica esta representada na Figura 4.18,

e a partir dessa verificou-se que o comprimento da ligacao N(3)-C(4) ¢ de 1,29

(6) A e que a ligagdo N(2)-C(3) também apresentou comprimento de ligagio

semelhante de 1,30 (6) A. Esses valores indicam a presenca de ligagdes duplas

consecutivas, confirmando a presenca de um sistema conjugado. Os mesmos estao

préximos ao valor reportado na literatura para ligagdo C=N, o qual corresponde a
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1,30 3) A?*1% O comprimento da ligagdo N(2)-C(3) correspondente a uma
ligagdo dupla confirma a desprotonagao do ligante gerando uma deslocalizacao
da densidade eletronica e consequentemente seu aumento nessa regiao,
conferindo um carater & a ligagao. Esses valores de comprimento de ligagdo estao
bem préximos aos descritos por Lobana e colaboradores para compostos

semelhantes.!?3

FIGURA 4.18 - Representacdo da unidade assimétrica para o composto PdBr. As
elipsoides térmicas sao apresentadas com probabilidade de 30 %.

A coordenacao do ligante ao centro metalico na sua forma anidnica
ainda ¢ reforcada pelo comprimento da ligagdo S(1)-C(3) de 1,72 (5) A, uma vez
que difere do comprimento de ligagdo de 1,67 (3) A descrito na literatura para
C=S em tiossemicarbazonas livres.!’®!%” O aumento do comprimento de liga¢do

caracteriza a diminui¢ao do carater .
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TABELA 4.6 - Comprimentos de ligagao selecionados para o complexo PdBr.

Ligacoes Comprimento (A)
N@3)-C4) 1,29 (6)
N(2)-C(3) 1,30 (6)
S(1)-C(3) 1,72 (5)
Pd(1)-N(3) 2,13 (4)
Pd(1)-S(1) 2,23 (12)
Pd(1)-Cl(1) 2,33 (11)
Pd(1)-P(1) 2,25 (12)

A coordenacdo do ligante via atomos de N e S ¢ evidenciada pelos
valores de distancias de ligacdo para Pd(1)-N(3) e Pd(1)-S(1) de 2,13 (4) A e 2,23
(12) A, respectivamente. Estes estdo proximas da soma dos raios covalentes para
os 4tomos envolvidos, isto é 2,03 A para Pd—N e 2,30 A para Pd—S.!'° Sendo
assim, os dados cristalograficos evidenciam que o ligante se coordena ao centro
metalico na sua forma bidentada. Os demais sitios de coordenagdo sao ocupados
por um atomo de fosforo do ligante trifenilfosfina trans ao &tomo de nitrogénio
da tiossemicarbazona, como proposto, € um ligante clorido.*#! A ligacdo Pd(1)-
CI(1) exibe comprimento de liga¢io de 2,33 (11) A enquanto a ligagdo Pd(1)-P(1)
apresenta comprimento de 2,25 (12) A, cujos valores estdo de acordo com a
literatura.?!*2 A maior ligacdo Pd-CIl com o metal e isso provavelmente se deve
ao fato de que o cloro atua como ligante © doador, o que faz com que essa ligacao
se torne mais fraca. Esse comportamento também ¢ influenciado pelo efeito trans
exercido pela fosfina, o qual provoca um alongamento da mesma.'!!

Na Tabela 4.7 ¢ visto que os angulos trans entre os atomos S(1)-
Pd(1)-Cl(1) ¢ 169,80 (6)° e N(3)-Pd(1)-P(1) ¢ 172,44 (10)° desviam
consideravelmente do angulo ideal de 180° causando distor¢do na geometria

quadratica plana do complexo.?!
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TABELA 4.7 - Principais angulos selecionados para o composto PdBr.

Ligacdes Angulos (°)
S(1)-Pd(1)-CI(1) 169,80 (6)
N(3)-Pd(1)-P(1) 172,44 (10)
N(3)-Pd(1)-CI(1) 99,25 (10)
N(3)-Pd(1)-S(1) 82,53 (10)
P(1)-Pd(1)-CI(1) 87,10 (4)

S(1)-Pd(1)-P(1) 90,50 (5)

A ndo planaridade da molécula foi verificada o tracar um plano sobre
os atomos nao-hidrogendides do composto, demonstrado na Figura 4.19,
observou-se que o cloro apresenta angulo diedro de 29,04° em relacdo a ligacao

C(4)-N(3).

FIGURA 4.19 - Plano tracado nos 4tomos ndo-hidrogenoides do complexo PdBr.

4.5.1 - Interacoes intramoleculares e intermoleculares

As interacOes intramoleculares observadas para o complexo PdBr
fornecem a formagao de trés arranjos do tipo S(6) e um arranjo do tipo S(9) para
o complexo 1, conforme ilustrado na Figura 4.20. Dentre os arranjos do tipo S(6),

dois deles sdo provenientes de interagdes entre o &tomo de Cl e os hidrogénios H5
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e H16 pertencentes ao grupo metil adjacente ao grupo azometina, e um dos grupos
fenilas da trifenilfosfina. As interagdes C(5)-H(5A)---Cl(1) e C(16)-H(16)---CI(1)
apresentam comprimento de ligacio de 2,62 (13) A e 2,77 (12) A,
respectivamente. Estes valores estdo de acordo com os dados da literatura, cujo
valor descrito para interacdo H---Cl é de 2,60 A.” Estas interagdes também se
mostraram menores do que a soma dos raios de van der Waals dos atomos
envolvidos, a qual ¢ caracterizada como 3,0 A.''?

A interagdo intramolecular de hidrogénio correspondente a C(32)-
H(32)---S(1) também fornece um arranjo S(6), a qual exibe um comprimento de
ligacdo de 2,95 (14) A. Este valor de interacio estd de acordo com os dados da
literatura, os quais sdo proximos de 3,00 A para S-~H.'” Outra interagio
intramolecular de hidrogénio do tipo S--*H foi observada, a qual forneceu um
arranjo S(9) envolvendo os dtomos C(2A)-H(2AB)---S(2), onde esta apresentou
comprimento de liga¢do de 3,00 (15) A.

FIGURA 4.20 - Representacdo das interagdes intramoleculares presentes no
complexo PdBr ao longo do eixo cristalografico b.

Para o composto PdBr sdo observadas interagdes intermoleculares do

tipo C(7)-H(7)-+-Cl, a qual exibe um comprimento de ligac¢io de 2,66 (14) A. Além
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destas, as moléculas estdo conectadas entre si por interagdes entre o H(5B)
pertencente ao grupo metila ¢ o centroide do anel fenil da trifenilfosfina da
molécula vizinha. Assim, para esse tipo de interacao foi encontrado através do
programa DIAMOND uma distancia de 3,08 (1) A para C(5)-H(5B)--Cg. Este
valor esta de acordo com a literatura, onde a soma dos raios de van der Waals ¢
de 2,9 A para C--H.%*!"> Ambos os tipos de interacdes intermoleculares estdo

representados na Figura 4.21.

FIGURA 4.21 - Interacdes intermoleculares presentes no complexo PdBr ao
longo do eixo cristalografico ab. Codigo de simetria: (i) 0.5-x,-1.5+y,-1.5-z (i1)
x,-1+y,z.

Através dos tipos de interagdes observados foi possivel verificar que
o atomo de cloro atua como um receptor trifurcado estabelecendo duas ligagdes
intramoleculares € uma intermolecular como descritas anteriormente.'’® As
interacdes intermoleculares permitem a formagdo de redes cristalinas
tridimensionais visto ao longo do eixo cristalografico ab como elucidado na
Figura 4.22. As interagdes intramoleculares e intermoleculares observadas para o

complexo PdBr estdo descritas na Tabela 4.8.

78



FIGURA 4.22 - Representacdo da rede tridimensional a partir de interagdes
intermoleculares ao longo do eixo cristalografico ab para o complexo PdBr.
Cdodigo de simetria: (1) 0.5-x,-1.5+y,-1.5-z (i1) x,-1+y,z.

TABELA 4.8 — Dados referentes as interacdoes de hidrogénio identificadas na
estrutura cristalina do complexo PdBr.

D—H--A d(D—H),A | dH:-4), A | d(D---A4), A <DHA,"°
C(5)—H(5A)---CI(1) 0,96 2,62 3,23 121,56
C(16)—H(16)---CI(1) 0,93 2,77 3,41 127,32
C(32)—H(32)---S(1) 0,93 2,95 3,00 84,35

C(2A)—H(2AB)---S(2) 0,97 3,00 3,49 112,56
C(7) —H(7)---CI(1) 0,93 2,66 3,55 159,02
C(5)-H(5B)-Cg 0,96 3,08 4,02 166,73

4.6 - Espectrometria de massas:

A técnica de espectrometria de massas foi realizada com a finalidade
de confirmar a obtengdo da estrutura proposta através da identificagdo do ion
molecular dos complexos. Desta forma, a partir dos dados resultantes foi possivel

observar que os valores teoricos correspondentes ao pico do ion molecular estao
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proximos aos valores experimentais como estao descritos na Tabela 4.9 sugerindo

a obten¢ao dos compostos esperados.

TABELA 4.9 - Dados de Espectrometria de massas para os complexos.

m/z
Composto Teorico Experimental Erro (ppm)
PdBr 706,9212 706,9292 11,3
PdT 629,0107 629,0193 13,7
PdClI 662,9718 662,9807 13,4
PdCH;s 643,0264 643,0357 14,5

O espectro proveniente da analise de Espectrometria de Massas
representado na Figura 4.23 para o composto PdBr ¢ constituido do pico do ion
molecular em m/z 706,9292 atribuido a presenga do complexo e os demais picos
correspondentes ao padrao isotopico de paladio. Dentre esses, € possivel verificar
um pico de alta intensidade em m/z 673,9519 correspondente ao fragmento [Pd-
CI".

709.9273
7119259

707.9272
7089274

673.9519

7109270 713.9252
706.9292

'05 706 707 708 709 710 711 712 713 714 715

7129276

709.9273
650 655 660 665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 715 720 725

FIGURA 4.23 - Espectro de massas para o composto PdBr em m/z.

4.7 - Coeficiente de Particao:

A determinag¢do do coeficiente de particdo de potenciais agentes

antineoplasicos ¢ de grande relevancia, pois este ¢ um dos fatores que interferem
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nas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas de tais compostos. A
lipofilicidade ¢ determinada através da razao da distribui¢ao do fairmaco entre um
solvente ndo miscivel com a agua e uma fase aquosa. Esta razdo permite
determinar o balango entre as propriedades lipofilicas e hidrofilicas, a partir da
concentragdo na parte ndo-ionizada e ionizada da molécula. A fase oleosa mais
comumente usada € o n-octanol, pois este ¢ constituido por cadeias lipofilicas e
grupos hidrofilicos, bem como exibe a capacidade para captar moléculas de adgua,
e seus parametros de solubilidade s3o semelhantes aos das membranas
celulares.!*

Por meio da absorbancia média, na regido do UV-vis, obtida das
solugdes de complexo em n-octanol, o valor da concentragdo dos complexos em
n-octanol e 4gua foi determinado a partir da curva padrao, previamente obtida. A
curva padrao registrada para o complexo PdT esté representada na Figura 4.24, a
qual foi proveniente de dez adi¢cdes sucessivas da solugdo do complexo em n-
octanol. A partir da reta obtida através da curva padrao foi possivel obter os

valores de coeficiente de particao para os complexos.

Absorbancia
\

0,8
y =0,0182x - 0,0979
R?=0,95064

ZIL‘ Z‘S 30 k-] IID
[Complexo] uM
—5,170 pmol/L
—10,094
— 14,789
—19,270
— 23,553
27,649
—31,570
— 35329

Absorbancia

v T v T ' T . T v 1
250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm) PdT

FIGURA 4.24 - Curva padrao de Lipofilicidade do composto PdT pela técnica de
Ultravioleta-visivel obtida a partir de oito adigdes sucessivas da solucdo do
complexo 2,12 x 10* M em n-octanol em uma cubeta contendo 2500 uL de n-
octanol
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Os valores negativos de log P, representados na Figura 4.25, indicam
que todos os compostos possuem maior afinidade pela fase aquosa do que pela
fase organica, mas dentre eles os complexos PdBr e PtT foram os mais
particionados na solu¢do de n-octanol. Adicionalmente, a0 se comparar com a
literatura, foi notado que todos os compostos em estudo apresentaram
lipofilicidade maior do que os agentes quimioterapicos de platina amplamente
usados atualmente como cisplatina, carboplatina e oxaliplatina, os quais
apresentaram log P de -2,53, -2,3 e -1,76, respectivamente.'!*> Tendo isto em vista,
os compostos apresentam um coeficiente de particao adeqr= I’_‘;g“;“w promover a
permeacdo através da membrana celular, e consequetiwcicwe, 0 acumulo
proximo a alvos bioldgicos de interesse. Essa inferéncia ainda ¢ suportada pelas
extensoes da Regra dos cinco de Lipinski, as quais foram criadas para melhorar
as estimativas de toxicidade e predizerem quais moléculas sdo promissoras a
farmacos, para tal, os compostos devem possuir log P na faixa ideal entre -0,4 a

+5.6 116

Oxaliplatina

i ifaarboplatina PdCH

Cisplatiftaarbop pdCl  PBr 3 PAT PdBr PtT
0
-0,5
-1 -0,84 -0,83 -0,80 -0,78 -0,70 -0,56
-1,5
2 -1,76
s 2.30 Féarmacos padrdes

-2,53 Complexos

-3

FIGURA 4.25 - Comparagdo entre os coeficientes de particio dos complexos
obtidos e dos farmacos padrdes amplamente conhecidos.
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4.8 - Estudo de estabilidade
4.8.1 - Estudo de estabilidade em DMSO por RMN:

Os complexos foram avaliados em relacdo a sua capacidade de se
manterem estaveis em DMSO e na mistura DMSO-D,O/DMEM nos tempos de
0, 24 ¢ 48h, tais condicOes foram usadas com a finalidade de validar os ensaios
biologicos posteriores, uma vez que a solugao estoque dos complexos ¢ feita em
DMSO e as andlises em uma mistura DMSO/H,0. Por meio da sobreposicao dos
espectros de RMN de 3'P, nos correspondentes tempos, foi verificado que o sinal
em 29,7 ppm, correspondente a trifenilfosfina coordenada ndo sofreu alteracdes
significativas no intervalo de tempo avaliado, conforme pode ser visto nas Figuras
4.26 e 4.27 para o complexo PdBr. O comportamento observado indica que o
ambiente quimico em que o atomo de fosforo se encontra ndo € afetado de modo
significativo, dessa forma, pode-se inferir que a estrutura ndo sofre mudancgas
drésticas. Portanto, os complexos apresentam estabilidade satisfatoria para a
execucao dos ensaios posteriores.

Adicionalmente, a sobreposi¢do dos espectros de RMN de 'H
mostrou que nado ha alteracdes significativas na estrutura nas condi¢des avaliadas,

como demonstrado na Figura 4.28.
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FIGURA 4.26 - Espectros de RMN de *'P do complexo PdBr em DMSO nos
tempos de 0, 24 e 48h.
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FIGURA 4.27 - Espectros de RMN de *'P do complexo PdBr em DMSO-

D20O/DMEM nos tempos de 0,24 ¢ 48h.
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FIGURA 4.28 - Espectros de RMN de 'H do complexo PdBr em DMSO nos
tempos de 0, 24 ¢ 48h.

4.8.2 - Estudo de estabilidade por Ultravioleta-visivel em
DMSO:

O ensaio de estabilidade também foi realizado pela técnica de
Espectroscopia na regido do Ultravioleta-visivel a partir de solu¢des 1x10°M em
DMSO, apenas para os ligantes que foram utilizados nas sinteses dos complexos.
Os espectros dos ligantes foram registrados em trés diferentes momentos 0, 24 ¢
48h. A Figura 4.29, representa a sobreposi¢do dos espectros obtidos. Por meio
desse ensaio foi observado que os ligantes se mantém estdveis nas condig¢des

testadas.

85



BRET 0.8 CLET

—h
S— TN 361

== af -

S | 0.4 4 \ S N|
343 NH “NH

\ S A

0.2 S H_\ 0.2 \ S)\”—\

o0

Absorbancia
Absorbincia

T T T ] 0.0 T T T 1
300 400 500 600 300 400 500 8O0

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
MTET 08= TET
- ——h
— o * 24n
262 I
: HsC ——46h 0,6 -
® ; a2
gV a T S CHs
i S CH3 ol I | |
; | 'E o4 | N.
< \ N. a | NH
\ 336 NH o \ In
BTN S N
VN o ol \N\ a
0.0 . \ ; . 0.0 . k

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.29 - Estabilidade das soluc¢des dos ligantes 1x10°M em DMSO nos
tempos de 0, 24 e 48h.

Os complexos também foram submetidos ao estudo de estabilidade
em DMSO, e os espectros correspondentes foram registrados no intervalo de
tempo de 0 a 72h, a cada 24h. Por meio da sobreposicao dos espectros obtidos,
foi possivel verificar que os complexos de paladio apresentavam uma diminuicao
da banda em 369 nm e o surgimento de uma banda em torno de 485 nm, conforme
demonstrado na Figura 4.30. Uma das hipoteses para justificar tal comportamento
seria a labilizagdo do ligante cloreto, j4 que este ¢ um bom grupo abandonador,
seguido da coordenacao do DMSO. Ja nos compostos andlogos de platina ndo foi
observada nenhuma alteracdo espectral significativa sugerindo uma maior
estabilidade em DMSO, o que esta de acordo com o perfil cinético dos dois ions

metalicos.?’ Adicionalmente, foi registrado o espectro para o complexo PtBr em
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cloroférmio, verificando-se que a banda em torno de 500 nm permanecia presente,

como pode ser visto na Figura 4.31, confirmando sua atribui¢do como uma

transferéncia de carga ligante-metal.>®
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FIGURA 4.30 - Estabilidade das solu¢des dos complexos 1x10°M em DMSO
em 0, 24, 48h ¢ 72h.
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FIGURA 4.31 - Espectros do complexo PtBr na concentragdo de 1x10°M em (a)
DMSO e (b) CHCl.

4.8.3- Estudo de estabilidade por UV-Vis em acetona:

Diante dos dados resultantes dos estudos de estabilidade por RMN,
onde nao foi possivel observar mudancas significativas, foi realizado um estudo

de estabilidade em outro solvente a partir da técnica espectroscopica de
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Ultravioleta-visivel. Desta forma, optou-se pela utilizagdo de um solvente com
menor capacidade coordenante com o dmso, como acetona, registrando os
espectros até 48h. A partir da sobreposicdo dos espectros em diferentes tempos
foi observado que os complexos se mantém estaveis, sem nenhuma alteragdo
significativa. Além disso, também foi verificado que ndo ocorre o surgimento de
uma banda na regido proxima a 480 nm, como evidenciado nas Figuras 4.32 e
4.33. Desta forma, pode-se inferir que tais modificagdes observadas em DMSO

estdo diretamente relacionadas com a natureza do solvente.
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FIGURA 4.32 - Estudo de estabilidade dos complexos de palddio na concentragao
de 1x10°M em acetona em 0, 24 e 48h.
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FIGURA 4.33 - Estudo de estabilidade dos complexos de platina na concentracao
de 1x10°°M em acetona em 0, 24 ¢ 48h.

4.8.4 - Estudo de estabilidade por UV-Vis em DMSO sem luz:

A fim de investigar o que estaria provocando as alteragdes espectrais
observadas no UV-Vis em DMSO, os complexos foram submetidos ao estudo de
estabilidade sem a presenga de luz em DMSO. A partir do qual foi observado que
os complexos se mantiveram estaveis durante 48h nas condigdes testadas como
elucidado pela sobreposicao dos espectros na Figura 4.34. Desta forma, nao foi
verificado a diminui¢do da banda em torno de 370 nm e nem o surgimento de uma
banda em torno de 480 nm como visto no estudo de estabilidade em DMSO

quando as solugdes das amostras ndo eram protegidas da luz.
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FIGURA 4.34 - Estudo de estabilidade dos complexos na concentragdo 1x10°M
em DMSO sem luz em 0, 24 e 48h.

A partir desse estudo de estabilidade € possivel inferir que as
modificagdes observadas anteriormente nos espectros de Ultravioleta-visivel ndao
sdo decorrentes da labilizacao do ligante cloreto quando solubilizados em DMSO,
uma vez que era esperado o mesmo comportamento quando as solugdes fossem
protegidas da luz. Esses resultados ainda sdo reforcados pelos dados provenientes
do estudo de estabilidade por condutividade molar na presenca de luz.

Os dados resultantes sugerem que as alteragdes espectrais observadas
anteriormente sdo, provavelmente, provenientes de uma modificacao
conformacional, desencadeada pela luz e natureza do solvente, e nao estrutural.
Comportamento semelhante foi descrito por Hirade e colaboradores em 2013, no

qual foi relatado a rotagdo da ligagdo C-N com incidéncia de luz UV.!'"7
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4.8.5 - Estudo de estabilidade por Condutividade molar em
DMSO:

Os dados referentes as medidas de condutividade em dependéncia do
tempo estdao dispostas na Tabela 4.10. Os resultados sugerem que os complexos
de palddio e PtBr se mantém neutros durante 48h como consequéncia da
coordenacgdo do ligante na forma anidnica, € mais, que mantém o cloro na esfera
de coordenagdo. Os dados resultantes refor¢am a sugestao de que, provavelmente,
as modificagdes espectrais observadas em DMSO nao estariam relacionadas com
a saida do grupo cloreto e subsequente entrada do DMSO. O composto PtT,

também manteve sua natureza eletrolitica 1:1 estavel.”®

TABELA 4.10 - Medidas de condutividade para os complexos na concentragdo
de 1x10*M em DMSO no intervalo de tempo de 0 a 48h.

Condutividade molar

Complexos Oh 24h 48h
PdCl 2,8 6,69 6,54
PdBr 2,36 6,53 6,52
PdT 2,85 5,55 6,07

PdCH3 2,46 3,76 3,81
PtBr 6,97 13,56 9,57
PtT 46,41 52,75 36,70

4.9 - Sintese dos complexos em DMSO:

Com a finalidade de verificar se as alteragdes espectrais em DMSO
estavam relacionadas com a coordenacao do solvente, foi realizada a sintese dos
complexos PdT e seu analogo PtT em DMSO. Nesse contexto, o espectro de RMN
3P em CDCl; representado na Figura 4.35 apresentou dois sinais, no qual o sinal
mais pronunciado em 27,82 ppm, provavelmente, seja proveniente do composto
com DMSO coordenado, conforme o desejado. No entanto, o espectro também
apresenta outro sinal, menos pronunciado, em 28,03 ppm, o qual coincide com o

sinal em 28,05 ppm corresponde ao produto PdT contendo o ion cloreto em sua
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esfera de coordenacao (Figura 4.36). A presenca de ambos 0s sinais sugere que
nao houve a completa conversdo no produto contendo DMSO na esfera de

coordenagao como o esperado, mesmo com a adi¢ao de AgNOs durante a sintese.

,28.03
N 27.82

%

e o o - ———

40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0 2 4 6 -8 -1
f1 (ppm)

FIGURA 4.35 - Espectro de RMN *!'P em CDCIl; do complexo PAT(DMSO).

28.05
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FIGURA 4.36 - Espectro de RMN *'P em CDCIl; do complexo PdT.
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O mesmo comportamento pode ser visto para o complexo andlogo de
platina PtT(DMSO), cujo espectro encontra-se elucidado na Figura 4.37. Foi
possivel observar a presen¢a de um sinal mais intenso em torno de 15,01 ppm e
sinais menos intensos de dificil atribui¢do, uma vez que se encontram sobrepostos
ao sinal do ruido, os quais ndo estdo presentes no espectro do complexo PtT
representado na Figura 4.38. Desta forma, possivelmente os novos sinais estejam
relacionados com a obtencao do produto com DMSO coordenado, porém, esse ¢
obtido em menor proporcao, o que esta de acordo com a conservagao estrutural
obtida para o complexo de platina no estudo de estabilidade via UV-vis, e com

sua natureza mais inerte em relagdo ao centro metalico de paladio.

—29.71
—17.52

—15.01
—5.26

50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0 -2 4 -6 -8 -1
f1 (ppm)

FIGURA 4.37 - Espectro de RMN 3*!'P em CDCIl; do complexo PtT(DMSO).
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FIGURA 4.38 - Espectro de RMN 3'P em CDCI; do complexo PtT.

4.10 - Estudo de interacao com DNA

4.10.1 - Titulacao Espectroscopica:

A espectroscopia eletronica de absor¢do ¢ normalmente usada para
verificar a existéncia de possiveis interacdes entre o DNA e complexos de
interesse. Compostos capazes de interagir com a biomolécula acarretam
alteracdes espectroscopicas significativas, tanto na banda do DNA quanto nas

bandas dos complexos.'!8

Nesse contexto, foi realizado o monitoramento da banda de maior
absortividade molar do complexo, a medida que adi¢des consecutivas de ct-DNA
foram realizadas. Ap6s analise dos dados foi possivel obter valores de constante
de ligagdo intrinseca (Kb) na ordem de 10* a 10° M. A tnica excecdo foi o
composto PtBr, o qual ndo apresentou modificagdes significativas nos espectros
durante as adigdes de DNA, e por isso nao foi possivel calcular um valor de Kb.

De acordo com a literatura, os sistemas intercaladores como o Brometo de Etideo
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exibem valores de Kb entre 10° a 10’ M, enquanto que interagdes via sulcos

abrangem a ordem de grandeza entre 10° a 10* M!,11%:120

Os valores de constante de ligacdo encontrados e descritos na Tabela
4.11, sugerem que a interagdo, nas concentragoes testadas, entre o ct-DNA e os
complexos ocorram por meio de ligacoes via sulco do DNA, e/ou por interagoes
eletrostaticas classicas e ndo classicas, tais como: ligagdes de hidrogénio e/ou
forcas de Van der Waals. As mudangas espectroscopicas reforcam essa hipotese,
uma vez que a intercalacdo ¢ caracterizada por deslocamento batocromico, entre
10-15 nm, e um elevado hipocromismo, na faixa de 35-50%. Ambos os efeitos
sao decorrentes das interagdes m-m estabelecidas entre os complexos e as bases do
DNA."2L124 No entanto, os espectros de titulagdo espectrométrica, mostram
pequeno ou nenhum deslocamento para o vermelho e uma diminuigcdo de
intensidade da absortividade molar da banda analisada ndo tao intensa como pode
ser visto na Figura 4.39. Os valores de Kb resultantes estdo proximos aos

encontrados na literatura para compostos derivados de tiossemicarbazonas.!?%!2!

TABELA 4.11 - Valores de constante intrinseca (Kb) para os complexos.

Complexo | Kb (mol. L) }(I(gz )0
PdBr 1,08X10° 18
PdCl 2,93X10* 26,1

PdCH3; 2,03X10° 21,6
PdT 1,55x10° 14
PtBr - 0,6
PtT 4,96x10" 21,8
B.E* 1x10° -

*B.E: Brometo de Etideo
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FIGURA 4.39 - Interacdo do complexo PdCH; com o ct-DNA por titulagao
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragao 40 uM do
complexo PdCHj; se manteve fixa e variou-se as concentragdes do ct-DNA (4,9 a
49,0 uM).

Comparativamente, o composto PdACH3 exibe o maior valor de Kb,
indicando maior afinidade pelo DNA. Ja para os complexos de platina ndao foram
observadas alteragdes significativas em suas bandas e, portanto, nenhum efeito
pronunciado foi evidenciado como representado na Figura 4.40. A partir de tal
observacao € possivel inferir que estes apresentem uma menor afinidade pelo
DNA quando comparado com seus andlogos de paladio ou ndo interagem como

no caso do complexo PtBr.
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PtBr 40,0 uM
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FIGURA 4.40 - Interacdo do complexo PtBr com o ct-DNA por titulagdo
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragao 40 uM do

complexo PtBr se manteve fixa e variou-se as concentragdes do ct-DNA (4,9 a 49
uM).

4.10.2 - Eletroforese em gel de agarose:

A intera¢do dos complexos com o DNA também foi investigada
usando a técnica de eletroforese em gel de agarose. Essa técnica ¢ amplamente
usada com a finalidade de extrair, purificar e identificar macromoléculas, tais
como o0 DNA e proteinas. Pois, a partir da aplicagdo de um campo elétrico sob a
matriz porosa de um gel, ¢ possivel realizar a separagdo de particulas carregadas
por meio da diferenga de mobilidade eletroforética. A separagdo das particulas se
procede considerando a forca de atrito, a qual dificulta a movimentacao na rede
de poros do gel. A taxa de migragdo de DNA através do gel depende de varios
fatores como o seu comprimento e sua conformag¢ao. O DNA se move no campo
elétrico como um anion, devido a sua carga negativa inerente, migrando do catodo

ara o anodo.®* Desta forma, particulas de menor tamanho como a forma
9
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supernovelada do DNA migram mais facilmente e rapidamente pelo gel, enquanto
as particulas maiores como a forma relaxada do DNA tendem a migrar mais
lentamente devido a sua forma e tamanho, consequentemente, ficando por mais
tempo retidas no gel. Essa mudanca conformacional do DNA pode ser provocada
pela sua interagdo com possiveis agentes antineoplasicos, as quais podem ser de
natureza covalente ou intercalativa.!?>!?* Nessa técnica, normalmente é usado
como marcador de DNA o brometo de etideo, o qual interage com o plasmideo
via modo intercalativo. O aduto formado DNA-brometo de etidio possibilita a
marcacdo e visualiza¢do das bandas no gel por fotodocumentagéo.'?

Nesse contexto, a partir dos dados resultantes dessa técnica verificou-
se que os compostos ndo foram capazes de interagir com o DNA nas
concentragdes mais baixas que variaram entre 0,1 -10 uM. Desta forma, as bandas
dos compostos exibiram o mesmo padrio eletroforético observado no controle
negativo, o qual € constituido somente por DNA, conforme representado na

Figura 4.41.
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FIGURA 4.41 - Interacao dos complexos com ct-DNA por Eletroforese em gel.
(a) C+ (Linha 1): agua, cisplatina ¢ DNA, C- (Linha 2): agua e DNA. Linha 3:
PdT (100 uM), Linha 4: PdT (10 uM), Linha 5: PdT (1 uM), Linha 6: PdT (0,1
puM). Linha 7: PdCI (100 uM), Linha 8: PdC1 (10 uM), Linha 9: PdCl1 (1 uM),
Linha 10: PdC1 (0,1 uM). Linha 11: PdBr (100 uM), Linha 12: PdBr (10 uM),
Linha 13: PdBr (1 uM), Linha 14: PdBr (0,1 uM). Linha 15: PACH3 (100 uM),
Linha 16: PACH; (10 uM), Linha 17: PACH3 (1 uM), Linha 18: PACHj3 (0,1 uM).
(b) C+ (Linha 1): agua, cisplatina e DNA, C- (Linha 2): 4gua e DNA. Linha 3:
PtBr (100 uM), Linha 4: PtBr (10 uM), Linha 5: PtBr (1 uM), Linha 6: PtBr (0,1
uM). Linha 7: PtT (100 uM), Linha 8: PtT (10 uM), Linha 9: PtT (1 uM), Linha
10: PtT (0,1 uM).

Ja na concentragdao maior de 100 uM, para os complexos de paladio
nao foi possivel identificar nenhuma das formas do plasmideo. De acordo com a
literatura, esse comportamento poderia estar relacionado a aglomerag¢ao dos
compostos ao DNA, o que impediria sua marcagdo com o intercalador brometo
de etideo. Outra possibilidade que poderia estar associada com o desaparecimento
das bandas se refere a clivagem do DNA pelo complexo, devido a sua alta

concentragdo € os fragmentos resultantes apresentariam alta mobilidade
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eletroforética devido ao seu pequeno tamanho. Essa clivagem provocaria a
migracdo destes fragmentos por todo o gel de agarose, levando ao

desaparecimento das bandas do plasmideo ap0s a corrida eletroforética.!?

A primeira possibilidade ¢ a mais condizente com os dados obtidos
pela titulacdo espectroscdpica, uma vez que ndo se observou interacdes que
evidenciam um alto nivel de interacao. Além disso, a interacao via sulcos do DNA
pode afetar o plasmideo de forma que o corante utilizado nao marque a molécula
danificada ou que essas interacdes eletrostaticas em altas concentragdes nao
permitam que o plasmideo se movimente pelo gel, devido sua alta
densidade.'?>!26127  Adicionalmente, é reportado na literatura que alguns
compostos que interagem com o DNA via sulcos podem deslocar compostos
intercaladores, como o brometo de etidio.'”® No entanto, mais ensaios foram

necessarios para se determinar de forma efetiva o tipo de interagao.

Ja para os complexos de platina em alta concentragao de 100 uM foi
verificado que o complexo PtBr apresentou o mesmo padrdo eletroforético do
controle negativo (DNA) indicando que este composto ndo interage com 0 DNA,
0 que esta condizente com a titulacdo espectroscopica, onde nao foi possivel
calcular um valor de Kb. Ja para o complexo PtT foi observado o desaparecimento
da banda referente a forma superenovelada do DNA, assim verificando a presenca
da banda referente a forma relaxada do plasmideo, o que sugere uma modificacao
na conformacgao estrutural do DNA como consequéncia da interagdo com o
complexo. No entanto, o padrdo eletroforético ¢ diferente daquele observado para
o controle positivo, constituido pelo DNA e cisplatina, sugerindo um modo de
interacdo ndo covalente, como exibido pela droga padrio. Em suma, tais
resultados sugerem que o complexo de platina PtT e os demais complexos de

paladio sdo capazes de interagir com o DNA somente em altas concentracoes.
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4.10.3 - Dicroismo Circular (CD):

Para avaliar a influéncia dos complexos em possiveis mudancgas
estruturais em moléculas quirais como o DNA utilizou-se a técnica
espectroscopica de Dicroismo Circular. A grande parte dos compostos que sao
capazes de se ligar ao DNA sdo aquirais € opticamente inativos. Porém, esses
podem provocar mudancas em comprimentos de onda especificos no espectro UV
onde o DNA normalmente absorve, na regido em trono de 200-320 nm, assim
sendo possivel identificar interagdes composto-DNA com extrema
sensibilidade.®*!?° O espectro de CD da dupla hélice na forma B do DNA consiste
em duas bandas: uma positiva (275 nm) referente ao empilhamento n-n* das
nucleobases € uma negativa (245 nm) atribuida a estabilizacdo da forma B do
DNA. Desta forma, apos uma incubacao DNA-composto de interesse, mudancgas
observadas nas bandas caracteristicas do DNA no espectro de CD correspondem
a alteragdes em sua estrutura em decorréncia de interagdes significativas com o
composto de estudo.*® Os complexos PdT e PdCl foram escolhidos para a
realizacdo deste ensaio para fim comparativo, pois o complexo PdCI foi o que
interagiu de forma menos efetiva com o DNA, enquanto o complexo PdT

apresentou o maior valor de Kb.

Compostos que interagem de forma intercalativa com o DNA
promovem alteragdes espectrais capazes de perturbarem o perfil espectral da
estrutura do DNA e normalmente provoca o aumento do sinal de ambas as
bandas.®* Uma vez que a inser¢do dos compostos entre os pares das bases da
biomolécula promove uma reorganizagdo do empilhamento pré-existente,
provocando modifica¢des conformacionais.®> Em contraponto, as intera¢des de
carater eletrostatico ou hidrofobico nos sulcos ndo sdo capazes de alterar o
espectro ou provocam, apenas, pequenas mudangas.'?1132133 Ag ligacdes via
sulcos menores normalmente causam uma diminuigdo no sinal associado a

interagdes de ligacdo de hidrogénio (220 nm).** Desse modo, a partir dos dados
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resultantes de CD para os complexos ndo foi possivel observar alteragdes
significativas no perfil das bandas de DNA (Figuras 4.42 ¢ 4.43), nas condigdes
testadas. Esses dados corroboram com a magnitude da constante de ligagao para
os complexos PdT e PdCl, isto é, Kb = 1,55 x10° M e 29x10* M,
respectivamente. Além disso, refor¢am a hipotese de interagdo via sulco entre o
composto € o ct-DNA. Analogamente, como os demais compostos exibiram
valores proximos de constante intrinseca de ligagdo ¢ esperado um
comportamento semelhante, no qual consiste em interacdo via sulco e/ou

eletrostatica com o DNA.

CD (mdeg)

—— DNA Livre

----- PdT/DNA r=0,05
PdT/DNA r=0,10

--=-- PdT/DNA r=0,20

---- PdT/DNA r=0,30

---- PdT/DNA r=0,40

240 260 280 300 320
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.42 - Espectros de CD obtidos a partir de adigdes de concentragdes

crescentes dos complexos PAT em DMSO nas concentragdes de 0 a 2x10 M

(razdo complexo/DNA de 0 a 0,4) na solugdo do DNA em tampao Tris-HCI de

concentracdo fixa de 5 x10° M.
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FIGURA 4.43 - Espectros de CD obtidos a partir de adigdes de concentragdes
crescentes dos complexos PAC1 em DMSO nas concentragdes de 0 a 2x10~ M
(razao complexo/DNA de 0 a 0,4) na solucdo do DNA em tampao Tris-HCI de
concentragdo fixa de 5 x10° M,

4.10.4 - Estudo de Interacio com DNA-Viscosidade

A viscosidade ¢ um método direto que fornece informagdes sobre as
interacdes composto-DNA por meio de alteragdes hidrodinamicas induzidas pelo
agente de ligacdo. A técnica € sensivel a alteragdes no comprimento da cadeia de
DNA, as quais permitem identificar os modos de ligacdao de forma eficaz, uma
vez que estes apresentam diferentes caracteristicas hidrodindmicas.®* Diante
disso, a influéncia de diferentes concentragdes dos complexos na viscosidade do
DNA foi explorada com a finalidade de verificar a natureza de intera¢ao entre
estes. O composto laranja de tiazol foi usado como padrao, o qual interage com a
biomolécula via modo intercalativo o que gera um aumento do comprimento do
DNA e consequentemente proporciona um aumento em sua viscosidade,

conforme observado na Figura 4.44.'%
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De acordo com a literatura, compostos que interagem com o DNA de
forma covalente provocam uma diminuicdo da viscosidade, uma vez que
desencadeiam uma distor¢ao da dupla hélice da molécula e causa uma redugao no
seu comprimento, tal comportamento ¢ evidenciado pela cisplatina.” J4 em
interacoes do tipo eletrostatica e/ou sulco sdo caracterizadas por ndo promoverem
mudangcas significativas na viscosidade do DNA, pois 0os compostos nesse tipo de
intera¢do nio sdo capazes de modificar o comprimento da molécula.®®

Frente ao exposto, ¢ possivel inferir que o complexo PdT, o qual
encontra-se entre os complexos que apresentaram um valor de interacao intrinseca
com o DNA correspondente a uma interacao mais efetiva quando comparado com
os demais compostos, ndo provocou alteracdes significativas na viscosidade do
DNA. Esse resultado corrobora com os anteriores provenientes da técnica de
Dicroismo circular sugerindo que os compostos em estudo interagem de forma

eletrostatica e via sulco com o DNA.

—#— Tiazol

—eo— CT-DNA
1,2 1 —a&— PdT
1,1
g
— 1,04
&
<
=
S’
0,9
0,8
0,7 T T T T T 1 T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0.4

[Complex] / [DNA]

FIGURA 4.44 - Efeito do complexo PdT na viscosidade relativa do DNA
comparado com o padrdo Tiazol e o DNA livre. Espectro obtido a partir de
diferentes relagdes DNA em tampao Tris-HCl/complexo em DMSO (10%).
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4.10.5 - Ensaio competitivo com Hoeschst 33258:

As andlises anteriores sugeriram que 0s compostos interagem via
sulco no DNA e isso instigou a realiza¢do do ensaio competitivo com Hoeschst
33258. Sabe-se que esse composto interage no sulco menor do DNA, aumentando

134 Por esse motivo, Hoechst

sua fluorescéncia em, aproximadamente, 30 vezes.
33258 ¢ geralmente usado como uma sonda de ligagao ao sulco menor do DNA,
e ensaios de competicdo podem ser propostos para avaliar se um composto de

interesse ¢ capaz de atuar nesse sitio de ligacao.

O ensaio consiste em adigoes sucessivas de aliquotas dos compostos
de interesse em uma solucao contendo o aduto DNA-corante com concentracao
fixa. Os compostos capazes de interagirem no sulco menor do DNA provocam
perturbagdes que diminuem a efetividade da interagcdo com o Hoeschst 33258, o
que consequentemente, acarreta uma diminuicdo da fluorescéncia. Tal
comportamento ¢ observado para os complexos PdT e PdACl, cujos espectros estao
representados nas Figuras 4.45 e 4.46, respectivamente. A partir dos mesmos ¢
observado que nao ocorre uma completa extingao da fluorescéncia, o que significa
que o composto ndo foi capaz de deslocar o Hoeschst 33258, o que estd de acordo
com o Kb exibido para os compostos, os quais sdo menores quando comparado
com o do corante (Kb = 4,5x10® M) indicando que os compostos tendem a
interagir mais fracamente com 0 DNA.!"3*> A partir dos dados resultantes é possivel
sugerir que a intera¢ao entre os complexos € 0 DNA ocorre efetivamente via sulco
menor, o que corrobora com os demais ensaios. Porém, como na literatura €
relatado alguns casos em que essa sonda pode ser deslocada por moléculas que se
ligam a outras regides do DNA, foi realizado o estudo de ancoragem molecular

com a finalidade de investigar a natureza dessas interagdes.!*¢
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FIGURA 4.45 - Espectro de fluorescéncia do aduto Hoescht-DNA apds a adigdo
de concentracdes crescentes do complexo PdT. A concentragdo de DNA foi
mantida fixa em 6x10° M e do Hoechst em 6x10° M e a concentracdo dos
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FIGURA 4.46 - Espectro de fluorescéncia do aduto Hoescht-DNA apds a adigado
de concentragdes crescentes do complexo PdCl. A concentragdo de DNA foi
mantida fixa em 6x10° M e do Hoechst em 6x10° M e a concentra¢do dos
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4.11 - Ancoragem molecular

A investiga¢do dos modos de ligacao também se procedeu através do
estudo de ancoragem molecular, no qual ¢é possivel simular interagdes

137,138,139 Essa

intermoleculares em sistemas do tipo biomolécula-ligante.
ferramenta ¢ amplamente empregada na caracterizagdo das conformagdes mais
estaveis de ligantes no interior de cavidades de ligagdo de macromoléculas (ex.

DNA, proteinas, dentre outros).

A estrutura de DNA selecionada PDB ID 1BNA estd na conformacao
de hélice da mao direita (forma B), a qual € predominante no organismo humano
e coincide com a conformacdo encontrada para o ct-DNA. 14%141192 Com base nas
simulagdes, os complexos de Pd(II) apresentaram maior preferéncia de interagao
com o sulco menor do DNA, formando complexos estaveis com padroes similares
de contatos nao covalentes como elucidado na Figura 4.47. Os dados resultantes
reforcam aqueles obtidos pelas técnicas de Dicroismo circular e ensaio

competitivo com Hoeschst.

O fragmento N4—H da tiossemicarbazona apresentou grande
relevancia visto que atua como doador de ligagao hidrogénio (N—H--O) ao
atomo de O3’ da subunidade pentose do nucleotideo de citosina 23 (DC23).
Curiosamente, apenas os complexos PdBr, PACH; e PdCl estabeleceram uma
ligacdo hidrogénio nao classica do tipo (C—H--m) entre o grupamento
trifenilfosfina com a subunidade pentose do nucleotideo guanina 4 (DG4). Dessa
forma, foi observado que a presenca do substituinte parece ter relagdo com a
orientagdo dos compostos no sitio de liga¢do, assim o composto PdT que ndo
apresenta substituinte no heterociclo tiofeno resultou em mudanca de sua posi¢ao
espacial em relagdo aos compostos andlogos. Para esse composto ¢ formado um

complexo de interacdo no qual o grupo trifenilfosfina se localiza fora do sitio de
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ligagdo e a subunidade N4—H da tiossemicarbazona estabelece uma ligagado

hidrogénio classica (N—H---O) com o grupo fosfato da cadeia principal do DNA.

FIGURA 4.47 - Simulagdo de interacao entre os compostos de Pd(Il) e o DNA
(PDB ID 1NBA) a partir do software autodock4, modo semiflexivel. Na figura,
os complexos estao desenhados como bolas e bastdes, 0 DNA como cartoon e as
interagdes estdo na forma de linhas tracejadas em cor preta. Os hidrogénios nao
polares foram omitidos para melhor visualizacao.

Os compostos de Pt(Il) apresentaram comportamento diferente dos
seus analogos de Pd(II), o qual consistiu na interacao preferencial com o sulco

maior do DNA como representado na Figura 4.48.
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O composto PtT estabelece uma ligacao hidrogénio ndo classica do
tipo C—H--'n entre o anel tiofeno do ligante tiossemicarbazona e a subunidade
pirimidina da base DT19. Além disso, duas ligagdes hidrogénio classicas do tipo
(DA18)N—H:-‘N(fragmento hidrazinico) e N4—H--O (fosfato da base DA17)
estabilizam o complexo de interacdo. Para a molécula de PtBr, observam-se
principalmente contatos hidrofobicos com o sitio de ligagdo. Ou seja, quatro
interagdes fracas do tipo 6—n entre grupamentos terminais metilas (—CH3) e as
bases DG4, DAS, DA17 e DA18. Além disso, também foi observada uma ligagao
hidrogénio ndo classica do tipo N—H--:S entre a base DA6 e o atomo de S da

tiossemicarbazona, o que estabiliza o complexo no sulco maior do DNA.

FIGURA 4.48 - Simulacdo de interacdao entre os compostos de Pt(Il) e o DNA
(PDB ID 1NBA) a partir do software autodock4, modo semiflexivel. Na figura,
os complexos estdo desenhados como bolas e bastdes, o DNA como cartoon ¢ as
interacOes estdo na forma de linhas tracejadas em cor preta. Os hidrogénios nao
polares foram omitidos para melhor visualizacao.

Por fim, a técnica de ancoragem molecular revelou duas regides
preferenciais de ligagdo, isto é, sulco maior e menor do DNA.** Os compostos
parecem alterar sua orientagdo dentro dos respectivos bolsdes de ligagdo com base

na presenca de um substituinte no anel tiofeno. Além disso, € importante salientar
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que o modo de interagao por intercalacao nao estabelece complexos estaveis para

as estruturas dos compostos investigadas.

Na Tabela 4.12 estdo resumidos os parametros de selegdo dos
complexos exportados para analise, com base em suas habilidades em formar
complexos estaveis com 0 DNA (kcal mol!). Os valores numéricos gerados a
partir das fungdes de pontuacao sdo decorrentes da modelagem matematica das

interagoes, que ocorrem durante a formagao dos complexos estaveis.

TABELA 4.12 - Parametro de classificagdo por afinidade, gerado por ancoragem
molecular. Software utilizado: Autodock 4.2.

Complexo Afinidade/ kecal mol!  Sitio de ligagéio
PdBr -4,48 Sulco menor
PdT 2,11
PdCl1 -1,92

PdCH3 -1,31
PtT -4,41 Sulco maior
PtBr -0,64

E importante ressaltar que as simplificagdes matematicas, aceleram
os calculos de ancoragem, porém tornam as predigdes de afinidade menos
das.>® L lhor i igaca d a
acuradas. ogo, para uma melhor investigagdo acerca dos parametros

energéticos, recomenda-se a jun¢do com a técnica de dindmica molecular.!

4.12 - Enzimas Topoisomerases

4.12.1 - Topoisomerase Ila e IIf

Os compostos foram investigados em rela¢do a sua capacidade de
inibir a atividade das enzimas Topoisomerases por meio da técnica de eletroforese
em gel. Neste ensaio, € possivel acompanhar se 0 composto de interesse consegue

inibir o relaxamento da dupla fita do DNA causado por estas enzimas, através de
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mudancas conformacionais no plasmideo superenovelado. Caso o plasmideo nado
sofra altera¢do conformacional, apresentard uma unica banda com alta mobilidade
eletroforética, atribuida a sua forma superenovelada. A enzima em questao age
sobre o plasmideo relaxando esta estrutura, o que acarreta no aparecimento de
uma banda com menor mobilidade. A inibi¢do da topo Ila ¢ de grande relevancia
no desenvolvimento de potenciais agentes antineoplasicos, uma vez que ela esta
diretamente relacionada ao ciclo celular, estando presente em grandes quantidades
em alguns tipos de células cancerosas como de pulmao, prostata, sarcomas e
dentre outros.”! Assim, a inibicdo enzimatica é uma das formas de se evitar a
progressao tumoral.

Analisando-se a Figura 4.49, ¢ possivel notar que na coluna
correspondente ao controle positivo, o qual € constituido por DNA, mix de ensaio
e topo II, observa-se a presenca somente da banda referente ao plasmideo
relaxado, uma vez que a enzima atuou livremente. J4 o controle negativo,
composto unicamente pelo plasmideo superenovelado, apresenta uma unica
banda de maior mobilidade -eletroforética. As demais colunas do gel
correspondem a incubag¢ao dos compostos com o DNA e topo IIa em diferentes
concentragdes. Desse modo, o resultado revelou que os compostos de paladio nao
foram capazes de inibir a atividade da enzima nas concentracdes testadas, as quais
variaram entre 0,1 a 100 uM. Tal comportamento ¢ evidenciado a partir da
presenca da banda correspondente ao DNA relaxado nas colunas referentes aos
complexos sendo similar ao padrao de banda obtido no controle positivo. Caso os
complexos fossem capazes de inibir a atividade da enzima seria detectado, ao
menos, uma diminui¢do da intensidade das bandas, uma vez que a enzima seria

impedida de relaxar o DNA.
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FIGURA 4.49 - Avaliacao do efeito dos complexos de paladio frente a enzima
topoisomerase Ila por eletroforese em gel. C+ (Linha 1): mix, 4gua, DNA e topo
ITa, C- (Linha 2): mix, agua e DNA, Linha 3: PACH; (100 uM), Linha 4: PACH3
(10 uM), Linha 5: PACH3 (1 uM), Linha 6: PACH; (0,1 uM). Linha 7: PdC1 (100
uM), Linha 8: PdCI (10 uM), Linha 9: PdCI (1 uM), Linha 10: PdCI (0,1 uM).
Linha 11: PdBr (100 uM), Linha 12: PdBr (10 uM), Linha 13: PdBr (1 uM), Linha
14: PdBr (0,1 uM). Linha 15: PdT (100 uM), Linha 16: PdT (10 uM), Linha 17:
PdT (1 uM), Linha 18: PdT (0,1 uM).

Posteriormente, foi verificado que os compostos de platina
apresentaram comportamento semelhante aos seus andlogos de paladio, como
representado na Figura 4.50, indicando que esses também nado foram capazes de
interferir na acdo da enzima. A partir dessa técnica, verificou-se que tanto os
complexos de palddio quanto os complexos de platina ndo interagem com a
enzima topoisomerase Ila, o que indica que a enzima nao € um possivel alvo

farmacologico em potencial para os compostos em estudo.
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FIGURA 4.50 - Efeito dos complexos de platina frente a enzima topoisomerase
[la por eletroforese em gel. C- (Linha 1): mix, 4gua e DNA, C+ (Linha 2): mix,
agua, DNA e topo Ila. Linha 3: PtT (100 uM), Linha 4: PtT (10 uM), Linha 5:
PtT (1 uM), Linha 6: PtT (0,1 uM). Linha 7: PtBr (100 uM), Linha 8: PtBr (10
uM), Linha 9: PtBr (1 uM), Linha 10: PtBr (0,1 uM).

A capacidade dos complexos em inibir a Topoisomerase 11 também
foi avaliada, uma vez que a interagdo com essa isoforma estd associada ao
surgimento de tumores secundarios.®” Desta forma, ¢é interessante que os
compostos em estudo sejam capazes de inibir somente a Topo Iloo com maior
expressao em células tumorais e ndo a Topo IIB. A a¢do dos compostos frente a
Topo IIf encontra-se ilustrado na Figura 4.51, pela qual € nitido observar que

estes ndo inibiram a atividade da enzima Topoisomerase 11j.
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FIGURA 4.51 - Interacao entre os complexos PdT e PdBr e seus analogos de platina
e a Topoisomerase IIf} por eletroforese em gel. C-(Linha 1): mix, dgua e DNA,
C+(Linha 2): mix, agua, DNA e topo IIf. Linha 3: PdT (100 uM), Linha 4: PdT (10
uM), Linha 5: PdT (1 uM), Linha 6: PdT (0,1 uM). Linha 7: PdBr (100 uM), Linha
8: PdBr (10 uM), Linha 9: PdBr (1 uM), Linha 10: PdBr (0,1 uM). Linha 11: PtT
(100 uM), Linha 12: PtT (10 uM), Linha 13: PtT (1 uM), Linha 14: PtT (0,1 uM).
Linha 15: PtBr (100 uM), Linha 16: (10 uM), Linha 17: PtBr (1 uM), Linha 18:
PtBr (0,1 uM).

4.12.2 - Topoisomerase If

Os compostos de interesse foram investigados em relagdo a sua
capacidade de inibirem a Topo IB, pois esta encontra-se em alta expressao
especialmente em cé€lulas de rapida proliferacdo como as células cancerosas. O
ensaio eletroforético € praticamente o mesmo realizado frente a Topo II, sendo

que a unica diferenca € que este ndao necessita de ATP.

Na literatura sdo relatados alguns complexos de paladio contendo
trifenilfosfina como inibidores de topoisomerase I. Dentre os complexos
constituidos de tiossemicarbazonas derivadas de pirenos destaca-se o complexo
[PdCI(PPh3)(HPrCh)], o qual foi capaz de inibir a acdo da enzima na concentragdo
de 0,75 uM fornecendo uma inibi¢o total em 12,5 uM.*! Esses relatos instigaram
a investigacdo dos compostos de interesse como potenciais inibidores da
topoisomerase I. Diante dos dados resultantes da técnica de eletroforese em gel

(Figura 4.52), dentre os complexos de palddio, somente o complexo PdCI foi
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capaz de inibir, parcialmente, a acdo da enzima topoisomerase I, no entanto,

apenas em concentragdes altas de 100 uM.
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FIGURA 4.52 - Efeito dos complexos de paladio na inibi¢ao da Topoisomerase Iff por
eletroforese em gel. C- (Linha 1): mix, agua e DNA, C+(Linha 2): mix, agua, DNA e topo
IB. Linha 3: PACI (100 uM), Linha 4: PdCI1 (10 uM), Linha 5: PdCl1 (1 uM), Linha 6 (0,1
uM). Linha7: PdBr (100 uM), Linha 8: PdBr (10 uM), Linha 9: PdBr (1 uM), Linha 10:
PdBr (0,1 uM). Linha 11: PdT (100 uM), Linha 12: PdT (10 uM), Linha 13: PdT (1 uM),
Linha 14: PdT (0,1 uM). Linha 15: PACH; (100 uM), Linha 16: PACH; (10 uM), Linha
17: PACH3 (1 uM), Linha 18: PACH3 (0,1 uM).

Na Figura 4.53 ¢ visto que os complexos de platina interferiram na
acdo da enzima topoisomerase IB. A inibicdo ocorre parcialmente, e isso €
evidenciado pelo ndo desaparecimento total da banda referente ao DNA relaxado,
o que indica que a enzima continua realizando a sua fun¢ao. Assim, foi verificado

que os compostos de platina sdo seletivos frente a Topoisomerase I3.
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FIGURA 4.53 - Interagdo entre os complexos de platina e a enzima
Topoisomerase If por eletroforese em gel. C- (Linha 1): mix, agua e DNA,
C+ (Linha 2): mix, agua, DNA e topo If. Linha 3: PtT (100 uM), Linha 4:
PtT (10 uM), Linha 5: PtT (1 uM), Linha 6: PtT (0,1 uM). Linha 7: PtBr
(100 uM), Linha 8: PtBr (10 uM), Linha 9: PtBr (1 uM), Linha 10: PtBr (0,1
uM).

4.13 - Ensaios celulares

4.13.1 - Ensaio de Citotoxicidade in vitro

A avaliacdo citotoxica foi realizada in vitro pelo método
colorimétrico MTT, empregando o reagente sal de tetrazodlio azul de tiazolil, o
qual ¢ reduzido a Formazan, cristais de coloragdo violeta, que permitem
quantificagdo indireta de células vivas via espectroscopia de absor¢ao na regiao

do Ultravioleta-visivel.'#*

As linhagens celulares tumorais MDA-MB-231, A549 e DU-145
foram escolhidas por estarem entre os tipos de cdncer mais incidentes. E
importante salientar que a linhagem MDA-MB-231 ¢ considerada uma linhagem
de cancer de mama triplo negativa (TNBC), sendo por este motivo uma linhagem
muito agressiva e metastatica, e consequentemente de dificil tratamento.!* A

linhagem nao tumoral MRCS5 foi selecionada para termos comparativos, uma vez
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que ¢ de interesse ter conhecimento se os compostos exibem maior preferéncia
pelas células tumorais. J4 a linhagem tumoral de ovario (A2780 cis) foi escolhida
por ser resistente a cisplatina. Destaca-se que a resisténcia continua sendo um dos
grandes desafios no tratamento dos diversos tipos de cancer, e por isso, ¢ de
extrema relevancia o desenvolvimento de compostos capazes de serem

citotoxicos frente a esta linhagem.'#°

Os resultados provenientes dos ensaios de citotoxicidade para os
ligantes evidenciaram que estes nao sao citotoxicos frente as linhagens celulares
nas condi¢Oes avaliadas. Tais compostos exibiram valores de 1Cso >100 uM

como pode ser visto na Tabela 4.13.

TABELA 4.13 - Valores de ICso para os ligantes obtidos a partir das
concentragdes de 0,8 a 100 uM.

Compostos | DU-145 | MRC5 A549 MD%‘ :"'B' Ag:o
CLM >100 >100 >100 >100 >100
CLT >100 >100 >100 >100 >100
MMT >100 >100 >100 >100 >100
T™T >100 >100 >100 >100 >100
BRM >100 >100 >100 >100 >100
BRT >100 >100 >100 >100 >100
BRET >100 >100 >100 >100 >100
MTET >100 >100 >100 >100 >100
CLET >100 >100 >100 >100 >100
TET >100 >100 >100 >100 >100

Os complexos de paladio foram ativos em todas as linhagens, sendo
mais promissores frente as células de pulmao (A549) e de ovario (A2780 Cis)
com valores de ICsy consideravelmente baixos, inclusive quando comparados ao
farmaco cisplatina, como representado na Tabela 4.14. O composto PdT foi o
mais citotoxico na A549 e o menos toxico para a linhagem nao-tumoral
(MRC5) apresentando um indice de seletividade de 4,27. Diante disso, foi
escolhido para a realizacdo de testes celulares adicionais, como o ensaio

morfoldgico e de migragdo celular frente a essa linhagem. Vale ressaltar a alta
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citotoxicidade dos complexos de palddio frente a linhagem tumoral de ovério
(A2780 Cis) exibindo indice de seletividade em torno de 40, e sendo de 100-200
vezes mais ativos do que a cisplatina. Adicionalmente, foi possivel observar a
importancia da natureza do ion metélico para a atividade citotoxica, uma vez que
os complexos de platina se apresentaram inativos frente a todas as linhagens

testadas. Indicando um papel ativo do ion metalico no modo de agao.

Diante dos resultados obtidos, a linhagem celular A2780 Cis foi
selecionada para a realizagdo de estudos posteriores, tais como: avaliagdo da
influéncia na formagdo de colonias, na morfologia e migracdo celular, nos
ensaios de ciclo celular e apoptose. O composto PACHj foi selecionado para ser
investigado em rela¢do ao seu comportamento frente essa linhagem, uma vez que
esse foi um dos compostos que apresentou maior capacidade de interacdo com o

DNA.

TABELA 4.14 - Valores de 1Cso para os complexos obtidos a partir das
concentragdes de 0,8 a 100 uM.

Compostos | DU-145 MRC5 A549 MD%‘?‘B' A2780 Cis | IS* | IS**
PAT | 16654 0.18 | 846+006 | 1.98+0.09 | 894002 | 024+002 | 427 | 3525
PdBr | 948+ 038 | 5612023 | 5142022 | 2474013 | 0152001 | 1,09 | 37.40
PACI | 23422028 | 522006 | 2.50=0.06 | 23.57£038 | 0.11=0.06 | 2,09 | 47.45

PACH, | 10452006 | 5.60£0.11 | 4522003 | 6212031 | 0.14=001 | 1.26 | 40.64
P(Br ~100 ~100 100 ~100 >100 }
P(T ~100 ~100 >100 =100 ~100 i
Cisplatina | 2304 | 2909+ 078 | 1440+ 140 | 240+020 | 25.61= 029 | 2.02

*IS: (MRC5/A549) **IS: (MRC5/A2780 Cis)

A fim de se investigar se a fotosensibilidade dos complexos de
palddio em solugdo de DMSO poderia afetar sua atividade biologica, foi
realizado o ensaio de citotoxicidade sem a presenga de luz para o complexo
PdT. A linhagem A2780 Cis, a mais sensivel a acdo dos compostos, foi
selecionada para a realizacao do teste. Para a realiza¢dao do ensaio, as solugdes,
protegidas da luz, contendo as diferentes concentra¢des dos compostos foram

preparadas 24h antes da adi¢do nas placas. O protocolo experimental foi
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realizado conforme descrito na metodologia e foi observado que o composto
apresentou ICso de 0,21 = 0,01 uM, o qual estd proximo ao valor encontrado
anteriormente com exposi¢do a luz (0,24 + 0,02 uM). Frente ao exposto,

verificou-se que a exposi¢do a luz ndo interfere em sua atividade citotoxica.

4.13.2 - Ensaio de Migracao Celular —- Wound Healing (A549)

A capacidade dos complexos de inibir a migracao celular em células
tumorais de pulmao (A549) foi investigada pelo ensaio de Wound Healing, no
qual as células foram tratadas com diferentes concentragdes do complexo PdT.
As imagens foram registradas no intervalo de tempo de 0 a 48h.'*” Ao observar a
influéncia do composto no fechamento da risca comparado com o controle (0,5%
DMSO) foi verificado a capacidade do PdT em inibir a migra¢do em todas as
concentragdes avaliadas (0,99, 0,495 e 0,247 uM), as quais sdo inferiores ao seu
valor de ICso. Sendo observado que a inibi¢do da migracdo € maior na

concentragdo mais alta de 0,99 uM, conforme ilustrado na Figura 4.54.
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FIGURA 4.54 - Efeito do complexo PdT na migracdo celular da linhagem A549
nas concentracgoes de 0,247, 0,495 ¢ 0,99 uM e nos tempos de 0, 24 ¢ 48h.

A area de fechamento da risca pela migracdo celular for medida
através do software ImageJ em triplicata para cada concentra¢do. A porcentagem

de fechamento da risca foi calculada utilizando a equagao abaixo:

% Fechamento da risca= [(At=0h - At=Ah) / (At=0h)] x 100
onde, At=0h: medida da area riscada no tempo de 0 h e At=Ah: medida da area

riscada no tempo de 24 e 48 h. 2697148

A analise dos dados em porcentagem correspondentes ao fechamento
da risca indicou que no controle a area diminui 37,87% em 24h, enquanto nos
pocos contendo o complexo PdT referentes as concentragdes 0,247, 0,495 ¢ 0,990
uM essa diminui¢ao foi de 9,78, 6,16 e 3,85%, respectivamente. Desta forma, foi
observado um aumento da inibi¢do da migracdo conforme ocorre o aumento da

concentracao obtendo-se 93,17% de inibicdo na concentracao mais alta de 0,99
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uM. Em 48h a 4rea do risco do controle diminuiu 45,72% e as areas referentes as
concentragdes 0,247, 0,495 e 0,990 uM diminuiram 28,68, 18,18 e 6,11%,
conforme representado no grafico da Figura 4.55. Isto indicou uma inibi¢ao de
migracao de 95,84%, na maior concentracdo. Sendo assim, a partir dos dados
resultantes pode-se inferir que o composto ¢ capaz de inibir a migracao celular de

forma eficiente.
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FIGURA 4.55 - Efeito do complexo PdT em diferentes concentracdes na
migracao celular da linhagem A549. Dados da area de fechamento da risca foram
obtidos a partir das imagens em triplicata no software ImageJ. Niveis de
significancia **p=0.0095,***p=0.0001 e ****p<0.0001 utilizando ANOVA. Os
dados foram expressos em = DS (n=3).

Esses sao resultados promissores, uma vez que a migracao celular ¢
uma etapa presente no processo de metéastase, o qual ¢ responsavel pela
propagac¢ao do tumor para outras regides do corpo. Assim a inibi¢do da migragao
pode impedir a formagdo de tumores secundarios, bem como de efeitos

colaterais.>!4’
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4.13.3 - Ensaio de Morfologia Celular (A549)

A capacidade do composto PdT, em diferentes concentracdes (0,495
a 7,92 uM), em alterar a morfologia das células também foi explorada frente a
linhagem celular tumoral A549. Ao avaliar as imagens registradas (Figura 4.56)
entre 0 e 48h, pode-se indicar que o composto foi capaz de induzir a diminuigao
da densidade celular. Tal comportamento ¢ evidenciado na concentragdo referente
ao 1Csp, cujo valor € 1,98 uM, e nas concentragdes acima desse valor. Porém, ndo
foram observadas mudancas significativas na morfologia das células, inclusive
quando expostas a concentra¢ao mais alta de 7,92 uM. Tal fato, aponta para uma

a¢do citostatica do composto analisado.'®
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FIGURA 4.56 - Ensaio de morfologia celular para o complexo PdT na linhagem celular tumoral A549 nas concentracoes
entre 0,495 a 7,92 uM e imagens capturadas nos tempos de 0, 24 e 48h.
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4.13.4 - Ensaio de Migrac¢ao Celular — Wound Healing (A2780 Cis)

O composto PACHj foi investigado em relagdo a sua capacidade em
inibir a migrac¢ao de células provenientes da linhagem tumoral A2780 Cis. A partir
do tratamento da célula com diferentes concentragdes do complexo (0,01, 0,03,
0,07), analisou-se o fechamento da risca nos tempos de 0, 24 e 48h. Pela Figura
4.57 ¢ notado que o composto € capaz de induzir a redugdo da migracao celular
em todas as concentragdes analisadas, sendo mais pronunciada na concentracao

mais alta de 0,07 uM.

Contr . 0,01 0,03 - 0,07

Oh |

48h

FIGURA 4.57 - Efeito do complexo PACH3 na migragdo celular da linhagem
A2780 Cis nas concentragoes de 0,01, 0,03 e 0,07 uM nos tempos de 0, 24 e 48h.

A éarea de fechamento da risca pela migracdo celular foi medida
através do software ImageJ e a porcentagem de fechamento da mesma foi
calculada pela equacdo demonstrada anteriormente, a qual ¢ descrita na
literatura.'*” A partir das medigdes realizadas foi observado que a 4rea do controle
diminuiu 35,40% em 24h, enquanto as areas correspondentes as concentracoes
0,017, 0,035 ¢ 0,070 uM exibiram uma diminuicdo de 21,93, 13,28 ¢ 2,76%,
respectivamente. Em 48h, para o controle observou-se uma diminui¢ao da area
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analisada de 50,35%. Para as diferentes concentracdes 0,017, 0,035 ¢ 0,070 uM,
foi sinalizada uma diminuicao da area de 44,52, 16,06 ¢ 8,41%. Os valores de
fechamento da risca indicaram que ocorreu um aumento da inibi¢do de migracao
celular com o aumento da concentragdo, como pode ser visto no grafico

representado na Figura 4.58. Destacando uma inibigdo mais pronunciada em

0,070 uM, equivalente a 91,58% em 48h.

Control
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= 50-
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FIGURA 4.58 - Efeito do complexo PACH; em diferentes concentragdes na
migracdo celular da linhagem A2780 Cis. Dados da area de fechamento da risca
foram obtidos a partir das imagens em triplicata no software ImageJ. Niveis de
significancia ***p=0.0001 e ****p<0.0001 utilizando ANOVA. Os dados foram
expressos em = DS (n=3).

4.13.5 - Ensaio de Morfologia Celular (A2780 Cis)

A investigacdo das alteracdes morfoldgicas induzida pelo complexo
PdCHj; frente a linhagem tumoral de ovario (A2780 Cis) foi analisada apos a
exposicao das células ao composto em diferentes concentragoes (V4 ICs, Y2 1Csy,
ICsp, 2x ICsp € 4x ICsp), nos tempos de 0, 24 ¢ 48 h.

As 1imagens capturadas em 10X correspondentes a todas as
concentracoes avaliadas estdo representadas na Figura 4.59. A partir das imagens
foi observado que o composto foi capaz de diminuir de forma significativa a
densidade celular nas concentrac¢des de 0,14 uM, correspondente ao valor de ICsy

do composto, bem como nas concentragdes maiores de 0,28 e 0,56 uM. Além
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disso, o composto também promoveu a mudanca perceptivel em relacdo a
morfologia celular. Sendo observado células de formato esférico nas
concentracdes de 0,14 a 0,56 uM. Além disso, nas concentragdes maiores foram

observadas células desaderidas, cujo é indicativo de morte celular,!>%!3!
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FIGURA 4.59 - Efeito do complexo PACH3 na morfologia da linha;gem celular A2780 Cis nas concentracoes entre 0,035 a 0,56 uM e
imagens capturadas nos tempos de 0, 24 e 48h.
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Para uma melhor visualizagdo das mudangas morfoldgicas
provocadas pelo composto PACH3 frente a linhagem celular tumoral de prostata
(A2780 Cis), as imagens nas concentracoes 0,14 ¢ 0,28 uM foram capturadas em

20X, as quais estao representadas na Figura 4.60.

Controle 0,14 uM

24h

48h

FIGURA 4.60 - Efeito do complexo PACH; na morfologia da linhagem celular
A2780 Cis nas concentragdes 0,14 uM e 0,28 uM nos tempos de 24 e 48h.

Os dados resultantes tanto do ensaio de Wound Healing, quanto de
morfologia celular inferem que o composto PACH; apresenta comportamento
citotoxico, tornando-o um composto promissor, aliado ao seu baixo valor de
concentracdo inibitdria minima frente a linhagem em especifico, com valores de
IS maiores do que 40. Face ao exposto, o composto foi investigado em relacao a

sua capacidade de interferir no ciclo celular e iniciar o processo de apoptose.

4.13.6 — Ensaio de formacao de colonias
O ensaio de sobrevivéncia clonogénica avalia a capacidade de uma
célula sobreviver e formar colonias apds o tratamento com um composto de

interesse.!>? A capacidade de sobrevivéncia foi avaliada por um periodo de 10
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dias, ap6s 48h de tratamento das células com diferentes concentracdes do
composto PACH3. A partir desse ensaio foi possivel observar que o complexo foi
capaz de diminuir a formacdo de colonias das células da linhagem tumoral de
ovario (A2780 Cis). Essa diminui¢do foi proporcional ao aumento da
concentragdo do complexo, assim nas maiores concentragcoes de 0,28 uM e 0,56
uM, ndo foi perceptivel a presenga de colonias. Os resultados obtidos
evidenciaram que os efeitos citotoxicos sdo dependentes da concentragdo como
demonstrado na Figura 4.61. Esse resultado reforca a ideia de uma acao citotoxica

para o complexo PdCH3, como foi indicado no ensaio de morfologia celular.

DMSO 0,035 uM 0,07 uM

200+

150+

100+

Numero de colonias
h
(=]
L

0-

¥ Q@)" Q(*\ }b‘ P

Concentragéo (UM)

0,14 uM 0,28 uM 0,56 uM

FIGURA 4.61 - Efeito da influéncia do complexo PdCH; em diferentes
concentragdes (0,035 a 0,56 uM) na formagao de colonias de células da linhagem
A2780 Cis. Numero de col6nias em cada concentracdo foi obtido a partir das
imagens em triplicata no software ImageJ. Nivel de significancia ****p<(0.0001
utilizando ANOVA. Os dados foram expressos em = DS (n=3).

4.13.7 — Avaliacio do Ciclo Celular

O ciclo celular (Figura 4.62) ¢ constituido por uma sequéncia de
etapas que garantem a divisdo das cé€lulas de forma regulada, impedindo o

desenvolvimento de condi¢des desfavoraveis, tais como danos ao DNA e
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organelas ou qualquer outro tipo de anomalia. As etapas que constituem a fase de
intérfase presente no ciclo celular sio denominadas como G0/G1, S, G2 e SubGl,
enquanto a etapa de mitose € caracterizada pela ocorréncia de divisao celular. Na
fase GO/G1 a célula se prepara para a sintese do DNA, que ocorre na fase S,
enquanto na fase G2 a célula se prepara para divisao celular que ocorrera na fase
M.153

A verificagdo dos componentes celulares ocorre via trés pontos de
checagem, os quais funcionam como um mecanismo de controle. Estes sdo
responsaveis por definir se ocorre ou ndo a progressdo das células no ciclo.
Portanto, se os pontos de checagem detectarem algum problema ou erro, 0 mesmo
pode ser reparado, possibilitando a continuagdo da divisdo celular, em
contrapartida se os danos forem irreparaveis o processo de apoptose é induzido.'>*

Os agentes antineoplésicos ciclo-celular especificos atuam sobre as
células que se encontram no ciclo celular como agentes antimetabolitos,
alcaldides e hormodnios. Enquanto os compostos que sao classificados como ciclo-
celular ndo especificos exterminam as células tumorais independente se estas
estdo no ciclo celular ou em repouso, como € o caso dos antibidticos, complexos
de platina e agentes alquilantes.! Dessa forma, a anélise de paragem do ciclo

celular para o composto em estudo foi investigada através de citometria de fluxo.
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FIGURA 4.62 - Representagao esquematica do Ciclo celular.

Antes da realizacdo da andlise por citometria de fluxo, as células sao
tratadas com um corante fluorescente, 0 mais comumente utilizado é o iodeto de
propideo, que cora quantitativamente o DNA. A partir dos dados provenientes da
analise ¢ possivel inferir se o composto de interesse € capaz de interferir
efetivamente em uma das etapas do ciclo celular.!>®

O ensaio de ciclo celular na linhagem tumoral de ovario (A2780 Cis)
revelou que o composto PACH; proporcionou o acimulo de células na fase Sub-
G1, de forma proporcional ao aumento da concentragdo do complexo (Figura
4.63). Foi possivel observar que no controle a maioria das células se encontram
nas fases G1 e G2 do ciclo celular. Apos a exposicao das células ao composto, foi
possivel observar um acimulo de células na fase Sub-G1 a partir da concentragao
de 0,28 uM, sendo massiva a presenca celular, 83,4%, na concentracao de 0,56
uM. A diminui¢do de células na fase G2 e consequente aumento na fase Sub G1

pode ser um indicio de que o composto induz o processo de apoptose.!>°
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FIGURA 4.63 - Efeito do complexo PACH3 na distribuigcao do ciclo celular de
células da linhagem A2780 Cis em diferentes concentragdes (0,14, 0,28 ¢ 0,56
uM). Nivel de significancia ****p<(0.0001 utilizando ANOVA. Os dados foram
expressos em = DS (n=3).
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Capitulo 5 - CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados dezesseis compostos contendo
tiossemicarbazonas derivadas do heterociclo tiofeno, sendo dez ligantes e seis
novos complexos contendo paladio(Il) ou platina(II).

Os compostos foram caracterizados a partir de técnicas como
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, espectroscopia na regido do
Ultravioleta-visivel, Ressonincia Magnética Nuclear (C'P{'H}, 'H ¢ RMN
BC{'H}), analise elementar e espectrometria de massas ESI/MS. Essas
contribuiram para elucidagdo das estruturas obtidas, as quais foram condizentes
com a proposta estrutural inicial. A confirmacao estrutural foi possivel através da
analise de difracao de raios X em monocristal. Através dos resultados, foi possivel
indicar a obtencdo de complexos com geometria quadratica plana distorcida. Os
ligantes TSCs se coordenaram ao centro metéalico de forma bidentada via atomos
de nitrogénio e enxofre, os demais sitios de coordenagdo sdo ocupados pela
trifenilfosfina e um atomo de cloro. De acordo com as analises de condutividade
¢ estabilidade, o ligante clorido ndo ¢ labilizado em solucdo de DMSO e
DMSO/meio de cultura.

As sinteses dos complexos apresentaram desafios devido a ampla
possibilidade de diferentes modos de coordenagdo, tanto observados
experimentalmente quanto reportados na literatura. Estes apresentaram um
comportamento diferente em ambientes iluminados e protegidos da luz, tal
observacao foi verificada somente através da técnica de ultravioleta-visivel. Os
demais ensaios de estabilidade indicaram que os compostos estavam aptos para
ensaios de citotoxicidade, nos quais ¢ usado uma pequena quantidade de DMSO.
Os resultados provenientes destes ensaios mostraram que a atividade citotoxica
nao foi afetada em relagdo a presenga de luz ou nao.

A partir da investigagdo de um possivel alvo biologico para esses

compostos, diversos ensaios frente a biomolécula de DNA foram realizados, tais
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como: Titulagdo espectroscopica por ultravioleta-visivel; eletroforese em gel;
viscosidade; espectroscopia de dicroismo circular; ensaio de competicdo com
Hoechst 33342; docagem molecular. Todas as analises indicaram interacoes
intermedidrias ou fracas entre os complexos e o DNA, preferencialmente, via
sulco maior para os complexos de platina e menor para os de paladio. A
ancoragem molecular forneceu indicios de que a orientagdo dentro dos respectivos
bolsdes de ligagao ¢ influenciada pela natureza do substituinte no anel tiofeno.

A avaliagdo da capacidade dos complexos em inibirem a acdo das
enzimas Topoisomerases Ila, IIf e If revelou que os complexos de platina foram
seletivos frente a inibigdao da enzima topoisomerase I em todas as concentragdes
avaliadas (0,1-100 uM), sendo inativo em relacdo as outras enzimas
topoisomerases Ila e IIB, assim como seus analogos de paladio. No entanto, isso
nao conferiu uma citotoxicidade para os complexos, descartando essas enzimas
como alvos terapéuticos.

A avaliagao citotoxica dos compostos pelo método MTT demonstrou
que os ligantes e os complexos de platina foram inativos frente a todas as
linhagens celulares avaliadas exibindo valor de ICsy > 100 uM. J& os complexos
de palddio se mostraram promissores, principalmente, em relacdo as linhagens
celulares tumorais de pulmao (A549) e de ovario (A2780 Cis). Os complexos de
paladdio apresentaram uma preferéncia significativa em relacdo as células de
ovario e apresentaram indices de seletividade em torno de 40, o que indica que os
complexos de paladio t€ém uma maior afinidade pelas células tumorais quando
comparadas com as sadias.

A partir de ensaios complementares como migragao e morfologia
celular foi visto que o composto mais ativo (PdT) frente a linhagem tumoral A549
foi capaz de diminuir a confluéncia celular, mas nao provocou alteracdes
morfologicas significativas, sugerindo um comportamento citostatico. Enquanto
o composto mais ativo (PdCHs3) na linhagem tumoral A2780 Cis foi capaz de

inibir a migragdo celular e promover alteragdes morfoldgicas caracteristica de
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morte celular, indicando que possivelmente o composto atua de maneira
citotoxica.

Adicionalmente, ensaios de ciclo celular indicaram que o composto
PdCHj; interferiu no funcionamento base da célula, causando um acimulo de
células na fase sub-G1 do ciclo celular, o que sugere um inicio do processo de
apoptose.

A partir dos resultados oriundos desse trabalho pode-se sugerir um
papel ativo do centro metédlico para atividade citotoxica. Adicionalmente, o
desenvolvimento molecular demostrou a promissora relacdo entre a estrutura
proposta e a atividade biologica. Portanto esses compostos sao pontos de partida
promissores para o aprimoramento da seletividade entre células cancerosas e nao-
cancerosas. Mais estudos sd3o necessarios a vim de se chegar a possiveis alvos
terapéuticos, no entanto, a elevada acdo frente células resistentes instigam esses

estudos, bem como um aprofundamento na avaliacdo do caminho apoptdtico.
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Capitulo 7 - APENDICES

7.1 — Caracterizacoes

| \ BRET: Cor: amarelo, rendimento de 92,34 %. P.F: 172-
\
B~ S N-NH 174°. Anal. Cal. (%) para CoH1,BrN;S,: C 35,30; H 3,95;

S N{I_ N 13,72, encontrado C 35,79; H 3,96; N 13,95. IR (ICS,
bandas selecionadas, cm™): 1536 v(C=N); 808 v(C=S); 3105 v(N-H); 1083 v(N-
N); 1307 v(C-N). UV-VIS (1x10° M, DMSO): 257 (69100), 343 (25500). 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) ¢ 8,64 (s, 1H), 7,37 (s, 1H), 6,99 (q, J = 3,9 Hz, 2H),
3,73 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 2,21 (s, 3H), 1,30 (t, J = 7,3 Hz, 3H). *C NMR (101
MHz, CDCls) & 177,29, 143,95, 141,60, 130,45, 127,30, 115,74, 39,53, 14,38,

13,09. MS [M-H]": Calculado: 304,9656, encontrado: 304,3000.

| \ ( CLET: Cor: amarelo, rendimento de 87,35%. P.F: 144-
cr” S N‘N;_NH 147°. Anal. Cal. (%) para CoH,CIN;S,: C 41,29; H 4,62;

s — N 16,05, encontrado C 41,09; H 4,79; N 16,04. IR (ICS,
bandas selecionadas, cm™): 1536 v(C=N); 812 v(C=S); 3106 v(N-H); 1085 v(N-
N); 1309 v(C-N). UV-VIS (1x10° M, DMSO): 257 (68900), 342 (27100). 'H
NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,63 (s, 1H), 7,36 (s, 1H), 7,03 (d, J = 4,0 Hz, 1H),
6,83 (d,J=4,0 Hz, 1H), 3,73 (p, /= 7,0 Hz, 2H), 2,20 (s, 3H), 1,30 (t, /= 7,3 Hz,
3H). 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 177,30, 141,73, 141,07, 132,96, 126,73,
126,51, 39,53, 14,37, 12,95. MS [M-H]": Calculado: 261.0161, encontrado:

262.0233.

H;C MET: Cor: amarelo, rendimento de 75,89%. P.F: 145-
¢  \-nm 148°. Anal. Cal. (%) para C;oH;sN3S,: C 49,76; H 6,26;

I N 17.41, encontrado C 49,15 H 5.83: N 17.65. IR (ICS,
bandas selecionadas, cm™): 1526 v(C=N); 810 v(C=S); 3209 v(N-H); 1086 v(N-
N); 1297 v(C-N). UV-VIS (1x10°> M-, DMSO): 265 (61100), 336 (27900). 'H
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NMR (400 MHz, CDCls) 6 8,60 (s, 1H), 7,47 (s, 1H), 7,10 (s, 1H), 6,92 (s, 1H),
3,75 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 2,25 (d, J = 4,1 Hz, 6H), 1,31 (t, J = 7,3 Hz, 3H). 13C
NMR (101 MHz, CDCls) & 177,29, 142,52, 142,15, 138,18, 129,63, 123,48,
39,47, 15,76, 14,41, 13,69. MS [M-H]": Calculado: 241,0707, encontrado:
242,0781.

®—< TET: Cor: amarelo, rendimento de 84,03%. P.F: 114-117°.
S N-NH Anal. Cal. (%) para CoH3N3S,: C 47,55; H 5,76; N 18,48,
S%N{{— encontrado C 47,98; H 5,38; N 18,83. IR (ICS, bandas
selecionadas, cm™): 1539 v(C=N); 815 v(C=S); 3203 v(N-H); 1100 v(N-N); 1294
v(C-N). UV-VIS (1x10”° M-!, DMSO): 257 (63600), 333 (27000). '"H NMR (400
MHz, CDCls) 6 8,64 (s, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,34 (d, J=5,1 Hz, 1H), 7,29 (d, J =
3,7 Hz, 1H), 7,04 (t, J=4,4 Hz, 1H), 3,76 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 2,28 (s, 3H), 1,31
(t,J=7,3 Hz,3H). ®*C NMR (101 MHz, CDCl;) § 177,35, 142,60, 128,07, 127,60,
127,33, 39,48, 14,41, 13,81. MS [M-H]": Calculado: 227,0551, encontrado:
228,0623.

D 4 BRMT: Cor: amarelo, rendimento de 95,07%. P.F: 205-208°.

B O N‘N;_NH Anal. Cal. (%) para CsH;oBrN3S,.0.5H,0: C 32,88; H 3,45;
N 14,38, encontrado C 32,88; H 3,45; N 14,38. UV-VIS

(1x10° M, DMSO): 258 (65000), 343 (26800).'H NMR (400 MHz, DMSO-de)
510,37 (s, 1H), 8,16 — 8,04 (m, 1H), 7,33 (d, J= 3,8 Hz, 1H), 7,21 (d, J=3,8 Hz,
1H), 3,03 (d, J=4,3 Hz, 3H), 2,28 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 178,77,

145,12, 144,19, 131,38, 128,80, 114,70, 31,65, 14,42.

| s\ \eNH CLMT: Cor: amarelo, rendimento de 89,09%. P.F: 185-186°.
S%N\H Anal. Cal. (%) para CsH;oCIN;S,.0,5H,0: C 38,78; H 4,07;
N 16,96, encontrado C 38,78; H 4,07; N 16,96. IR (ICS, bandas selecionadas, cm”

1): 1653 v(C=N); 804 v(C=S); 3097 v(N-H); 1014 v(N-N); 1287 v(C-N). UV-VIS

Cl
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(1x10°5 ML, DMSO): 266 (12700), 291 (15000). *C NMR (101 MHz, CDCl;) &
178,45, 141,81, 140,99, 133,01, 126,72, 126,56, 31,39, 12,92.

1 TMT: Cor: amarelo, rendimento de 78,11%. P.F: 124-126°.
S N‘N;_NH Anal. Cal. (%) para CsH;1N3S,.0,5H,0: C 45,04; H 5,20; N
s\ 19,70, encontrado C 45,04; H 5,20; N 19,70. IR (ICS, bandas
selecionadas, cm™): 1558 v(C=N); 817 v(C=S); 3241 v(N-H); 1058 v(N-N); 1302
v(C-N). UV-VIS (1x10° Mt, DMSO): 258 (12000), 335 (20800). '"H NMR (400
MHz, DMSO-ds) 6 10,30 (s, 1H), 8,07 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 7,60 (d, J = 5,0 Hz,
1H), 7,53 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 7,09 (t, J = 4,3 Hz, 1H), 3,04 (d, J=4,5 Hz, 3H),
2,33 (s, 3H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 178,83, 145,20, 143,29, 128,35,
128,18, 31,58, 15,29.

B 4 BRT: Cor: amarelo, rendimento de 84,43%. P.F: 200-203°.
5~ S N-NH

J—NH, IR (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1602 v(C=N); 785
> v(C=S); 3152 v(N-H); 1104 v(N-N); 1295 v(C-N). UV-VIS
(1x10° M, DMSO): 259 (62900), 343 (32400)."H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
010,40 (s, 1H), 8,34 (s, 1H), 7,51 (s, 1H), 7,34 (s, 1H), 7,20 (s, 1H), 2,29 (s, 3H).
BC NMR (101 MHz, DMSO) & 179,04, 145,10, 144,46, 131,44, 128,98, 114,88,
14,42.

HaC MMT: Cor: amarelo, rendimento de 91,25%. P.F: 177-179°.
™ .

S  N-NH " IR (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1544 v(C=N); 815

s\ v(C=S); 3259 v(N-H); 1099 v(N-N); 1296 v(C-N). UV-VIS

(1x10° M, DMSO): 261 (58900), 336 (23100). 'H NMR (400 MHz, CDCI;) 6

8,65 (s, 1H), 7,51 (s, 1H), 7,10 (s, 1H), 6,92 (s, 1H), 3,25 (d, J=4,9 Hz, 3H), 2,25

(d, J = 3,1 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 178,43, 142,65, 142,07,
138,17, 129,70, 123,52, 31,33, 15,76, 13,71.
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< CLT: Cor: amarelo, rendimento de 95,47%. P.F: 179-180°. IR
o N_N);LNHz (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1597 v(C=N); 784 v(C=S);
° 3233 v(N-H); 1110 v(N-N); 1296 v(C-N). UV-VIS (1x10”> M-
I, DMSO): 258 (66800), 342 (41000). '"H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 8,91 (s, 1H),
7,19 (s, 1H), 7,08 (d, J=4,0 Hz, 1H), 6,86 (d, J=4,0 Hz, 1H), 6,62 (s, 1H), 2,25
(s, 3H). C NMR (101 MHz, CDCl3) & 178,76, 143,27, 140,70, 133,56, 127,07,
126,77, 13,12.
) | s\ \n [PACI(BRET)PPhs] (PdBr): Cor: laranja, rendimento de
r c1—1/>{1\s\>_N{{_ 71,61%. P.F: 221-224°. Condutividade molar (1x103 M,
PhsP DMSO): 2,63 S cm? mol!. Anal. Cal. (%) para
C,7H,6BrCIN;PPdS,: C 45,71; H 3,69; N 5,92, encontrado C 46,38; H 3,68; N
6,37. IR (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1554 v(C=N); 746 v(C=S); 1071 v(N-
N); 1318 v(C-N); 344 v(Pd-Cl); 510 v(Pd-S); 534 v(Pd-N); 1098 v(P-Phs). UV-
VIS (1x107° M1, DMSO): 259 (78900), 370 (23700). '"H NMR (400 MHz, CDCl;)
o (ppm): 7,77 (dd, J=11,8, 7,4 Hz, 6H), 7,51 — 7,38 (m, 9H), 7,31 (d, /=4,3 Hz,
1H), 7,04 (d, J=4,3 Hz, 1H), 4,55 (t, J= 4,6 Hz, 1H), 3,45 (p, J= 7,2 Hz, 2H),
3,10 (s, 3H), 1,21 (t, J = 7,2 Hz, 3H).3'P NMR (162 MHz, CDCls) § 28,17. 1*C
NMR (101 MHz, CDCls) 6 168,35, 156,08, 135,67, 134,47, 131,13, 130,64,
130,20, 129,64, 128,35, 128,24, 123,34, 41,18, 25,00, 14,66. MS [M-H]":
Calculado: 706,9212, encontrado: 706,9292.

N\ [PACI(CLET)PPh;] (PdCl): Cor: laranja, rendimento de
CIQ_\(N—N\ . 52,39%. P.F: 144-147°. Condutividade molar (1x10 M,
A7~ — DMSO): 1,07 S cm® mol'. Anal. Cal. (%) para

o C,7H26CLN3PPAS,: C 48,77; H 3,94; N 6,32, encontrado C
49,18; H 3,96; N 6,98. IR (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1562 v(C=N); 745
v(C=S); 1073 v(N-N); 1322 v(C-N); 339 v(Pd-Cl); 513 w(Pd-S); 534 v(Pd-N);
1097 v(P-Phs). UV-VIS (1x10”° M™!, DMSO): 259 (73800), 369 (20400). 'H NMR
(400 MHz, CDCl5) 6 7,77 (dd, J = 12,0, 7,8 Hz, 6H), 7,45 (dq, J = 14,3, 8,1 Hz,

154



9H), 7,36 (d, J=4,3 Hz, 1H), 6,91 (d, J=4,3 Hz, 1H), 4,54 (t,J = 5,3 Hz, 1H),
3,45 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 3,09 (s, 3H), 1,21 (t, J = 7,2 Hz, 3H). *'P NMR (162
MHz, CDCl;) 6 28.17. 3C NMR (101 MHz, CDCls) & 168,42, 156,18, 138,90,
134,58, 134,47, 132,71, 132,65, 131,12, 130,20, 130,06, 129,64, 128,35, 128,24,
124,58, 41,19, 24,98, 14,64. MS [M-H]": Calculado: 662,9718, encontrado:
662,9807.
H3C®—( [PACI(MTET)PPh;] (PdCHj3): Cor: laranja, rendimento de
NN 62,78%. P.F: 180-183°. Condutividade molar (1x10~ M,

I
c—pd_/ W

i “— DMSO): 098 S cm? mol'. Anal. Cal. (%) para
CsH29CIN3PPdS,: C 52,18; H 4,54; N 6,52, encontrado C 52,84; H 4,47; N 6,74.
IR (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1570 v(C=N); 750 v(C=S); 1076 v(N-N);
1307 v(C-N); 334 v(Pd-Cl); 509 v(Pd-S); 532 v(Pd-N); 1102 v(P-Phs). UV-VIS
(1x10”° M!, DMSO): 260 (72300), 362 (20700). '"H NMR (400 MHz, CDCl5) &
'"H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 'H NMR (400 MHz,CDCl3) & 7,77 (dd, J = 12,0,
7,8 Hz, 6H), 7,43 (tt,J=16,1, 7,9 Hz, 10H), 7,15 (s, 1H), 4,42 (t,J = 5,3 Hz, 1H),
3,46 (p, J = 7,0 Hz, 2H), 3,12 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 1,18 (s, 3H). *'P NMR (162
MHz, CDCl3) & 27,99. *C NMR (101 MHz, CDCls) 6 167,69, 156,82, 135,77,
134,60, 134,49, 133,45, 131,07, 131,04, 130,39, 130,36, 129,81, 128,32, 128,21,
41,14, 26,17, 15,61, 14,65. MS [M-H]": Calculado: 643,0264, encontrado:
643,0357.

S

@_\( [PACI(TET)PPhs] (PdT): Cor: laranja, rendimento de 72,51%.
il—pZI_N\>_NH P.F: 226-229°. Condutividade molar (1x10° M, DMSO):
/S M= 454'S cm? mol!. Anal. Cal. (%) para C»7HCINsPPdS,: C
51,44; H 4,32; N 6,66, encontrado C 51,74; H4,17; N 7,02. IR
(ICS, bandas selecionadas, cm™): 1557 v(C=N); 764 v(C=S); 1076 v(N-N); 1311
v(C-N); 338 v(Pd-Cl); 522 v(Pd-S); 536 v(Pd-N); 1096 v(P-Phs). UV-VIS (1x10

S M, DMSO): 260 (76300), 361 (21800). '"H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,78

Ph;P
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(dd,J=12,0, 7,9 Hz, 6H), 7,60 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,56 (d, J=5,1 Hz, 1H), 7,51
- 7,39 (m, 9H), 7,07 (t, J=4,5 Hz, 1H), 4,46 (t, J= 5,3 Hz, 1H), 3,48 (p, /= 17,0
Hz, 2H), 3,16 (s, 3H), 1,19 (t, J = 7,2 Hz, 3H). *'P NMR (162 MHz, CDCIl;) §
28,05. C NMR (101 MHz, CDCls) 8 167,82, 156,92, 134,60, 134,49, 133,98,
131,33, 131,06, 130,33, 129,78, 128,32, 128,21, 125,37, 41,17, 26,21, 14,63. MS
[M-H]": Calculado: 629,0107, encontrado: 629,0193.

M [PtCI(BRET)PPh;] (PtBr): Cor: rosa, rendimento de
S B }‘I‘N\>_NH 71,26%. P.F: decompde 219-222°. Condutividade molar
T (1x10 M1, DMSO): 1,11 S cm? mol™!. Anal. Cal. (%) para

C,7H,6BrCIN;PPtS,: C 40,64; H 3,28; N 5,27, encontrado

C 41,07; H 3,46; N 5,08. IR (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1505 v(C=N); 758

v(C=S); 1028 v(N-N); 1394 v(C-N); 340 v(Pd-Cl); 517 v(Pd-S); 546 v(Pd-N);

1103 v(P-Ph3). UV-VIS (1x10° M, DMSO): 261 (68100), 372 (17400), 533

(2500). '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 7,58 (dd, J= 12,0, 7,6 Hz, 6H), 7,41 (q, J

=7,9 Hz, 9H), 5,59 — 5,53 (m, 1H), 4,65 (s, 1H), 3,36 (p, /= 6,8 Hz, 2H), 2,34 (s,

3H), 1,11 (t, J = 7,2 Hz, 3H).*'P NMR (162 MHz, CDCl;) § 30,06, 18,57, 7,07.

BC NMR (101 MHz, CDCl;) 8§ 171,60, 164,31, 157,74, 146,70, 136,41, 134,34,

134,22, 131,48, 131,00, 128,41, 128,30, 114,75, 41,28, 14,75, 13,76.

Br

Ph;P

B [PtCI(TET)PPh;] (PtT): Cor: laranja, rendimento de 57,64%.
\
5 NN P.F: 203-207°. Condutividade molar (1x10° M-, DMSO):
Cl—Pt_¢ N 5

b 4641 S cm*> mol'. Anal. Cal. (%) para
C,7H,7CIN3PPtS,.0,5H,0: C 45,03; H 3,92; N 5,83, encontrado C 45,03; H 3,92;
N 5,83. IR (ICS, bandas selecionadas, cm™): 1605 v(C=N); 757 v(C=S); 3203
v(N-H); 998 v(N-N); 1319 v(C-N); 344 v(Pd-Cl); 516 v(Pd-S); 545 v(Pd-N); 1089
v(P-Ph;). UV-VIS (1x10”° M, DMSO): 259 (67900), 368 (17200), 529 (2000).
"H NMR (400 MHz, CDCls) & 13,87 (s, 1H), 9,64 (s, 1H), 7,57 (dd, /= 12,2, 7,8
Hz, 6H), 7,46 (dt, J = 14,1, 7,0 Hz, 9H), 7,00 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 5,75 (s, 1H),
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3,41 (p, J = 6,9 Hz, 2H), 2,68 (s, 3H), 1,23 (t, J = 7,3 Hz, 3H). 3'P NMR (162
MHz, CDCl3) § 29,50, 17,24, 4,98. 3C NMR (101 MHz, CDCls) 8 177,07, 163,45,
154,88, 144,34, 134,31, 134,19, 131,59, 130,42, 130,08, 129,46, 128,74, 128,63,
40,53, 15,68, 14,04,
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7.2 — Espectroscopia na regiao do Infravermelho (FTIR)
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FIGURA A1 — Espectros de IV dos ligantes obtidos.
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FIGURA A2 — Espectros de IV dos complexos de Pd(II) e Pt(I1).
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TABELA Al - Atribui¢ao das bandas de Infravermelho para os compostos.

Compostos v(C=N) v (C=S) N-H N-N C-N M-C1 M-S M-N PPhs
CLET 1536 (F) | 812 (F) 3106 (f) 1085 (m) | 1309 (m)
BRET 1536 (F) | 808 (m) | 3105 (f) 1083 (m) | 1307 (m)
TET 1539 (F) | 815(F) | 3203 (m) | 1100 (m) | 1294 (m)
MET 1526 (F) | 810(F) | 3209 (m) | 1086 (m) | 1297 (m)
CLT 1597 (F) | 784 (F) | 3233 (m) | 1110 (m) 1296 (F)
CLMT 1653 (F) | 804 (F) 3097 () 1014 (F) 1287 (F)
BRT 1602 (F) | 785(F) | 3152 (m) | 1104 (m) 1295 (F)
T™MT 1558 (F) | 817 (m) | 3241 (%) 1058 (F) 1302 (m)
MMT 1544 (F) 8I5(f) | 3259 (m) | 1099 (m) | 1296 (m)
PdBr 1554 (F) | 746 (m) 1071 (f) 1318 (m) 344 (f) | 510 (m) 534 (F) 1098 (F)
PdCl1 1562 (F) | 745 (m) 1073 () 1322(m) 339(f) | 513 (m) 534 (F) 1097 (F)
PdT 1557 (F) | 764 (m) 1076 () 1311 () 338 (f) | 522 (m) 536 (F) 1096 (F)
PdCH; 1570 (F) | 750 (m) 1076 () 1307 () 334(f) | 509 (m) 532 (F) 1102 (F)
PtBr 1505 (F) | 758 (m) 1028 () 1394 (1) 340 (f) | 517 (m) 546 (F) 1103 (F)
PtT 1605 (F) | 757 (F) 3203 () 998 (m) 1319 () 344 (f) | 516 (m) 545 (F) 1089 (F)
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7.3 — Espectroscopia na regiao do Ultravioleta-visivel (UV-Vis)
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FIGURA A3 — Espectros de UV dos ligantes sintetizados em DMSO na

concentracdo de 1x10° M.
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FIGURA A4 — Espectros de UV dos complexos de Pd(I) e Pt(II) em DMSO na
concentragdo de 1x10° M1,
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7.4 — Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
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FIGURA AS5 - Espectro de RMN 'H do ligante BRET em CDCl;.
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FIGURA A6 - Espectro de RMN *C do ligante BRET em CDCls.
162



Q:\ <t o0 N
S~ b n e
oA N <t M
@A 2 T \
/ [ S
| \
s ™S N-NH
NH
S AN
TR ——r Wi AL P w—
80 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -
ppm
FIGURA A7 - Espectro de RMN DEPT-135 do ligante BRET em CDCls.
A>T O0O T OO O T NAANDDODAN—WINT O NSOV T A O on — N
EEEERAIIIIIFTICITOmSSRdnIsTIs= da=
O O R T S S e N R A N N N S S S S A N T A A I IR R BRI ———
e e o —
B
Br S N_N
YL / \>—NH
Cl—Pd_
/s T 77 T T T T z T
78 77 15 714 35 34 1.2 PhyP

L

3.00= P

|
e N < &
oo 3o o) SENGN
no—o S SIS
11.0 10.510.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5 -1

ppm

FIGURA A8 - Espectro de RMN 'H do complexo PdBr em CDCl;.
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FIGURA A10 - Espectro de RMN *C do complexo PdBr em CDCl;.
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FIGURA Al1 - Espectro de RMN DEPT-135 do complexo PdBr em CDCls.
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FIGURA A13 - Mapa de contorno da correlagido 'H-1*C HSQC para o complexo
PdBr em CDCls.
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FIGURA A14 - Mapa de contorno da correlagido 'H-'*C HMBC para o
complexo PdBr em CDCls.
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FIGURA A15 - Espectro de RMN 'H do complexo PtBr em CDCl;.
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FIGURA A16 - Espectro de RMN *'P do complexo PtBr em CDCl;.
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FIGURA A19 - Mapa de contorno '"H-'"H COSY para o complexo PtBr em
CDCls.
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FIGURA A20 - Mapa de contorno da correlagdo 'H-"*C HSQC para o complexo
PtBr em CDCls.
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FIGURA A21 - Mapa de contorno da correlagdo 'H-*C HMBC para o complexo
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FIGURA A22 - Espectro de RMN 'H do ligante CLET em CDCl;.
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FIGURA A24 - Espectro de RMN DEPT-135 do ligante CLET em CDCls.
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FIGURA A27 - Espectro de RMN *C do complexo PdC1 em CDCls.
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FIGURA A28 - Espectro de RMN DEPT-135 do complexo PdC]l em CDCls.
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FIGURA A29 - Mapa de contorno 'H-"H COSY para o complexo PdCl em
CDCl;.

F20

F60
:80
:100
:]20
:140
:160

+180

+200

1.0 100 9.0 80 70 60 50 40 3.0 20 1.0 0.0
ppm

FIGURA A30 - Mapa de contorno da correlagdo 'H-*C HSQC para o complexo
PdCl em CDCls.
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FIGURA A31 - Mapa de contorno da correlagdo 'H-*C HMBC para o complexo
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FIGURA A33 - Espectro de RMN '*C do ligante TET em CDClI.
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FIGURA A34 - Espectro de RMN DEPT-135 do ligante TET em CDCls;.
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FIGURA A36 - Espectro de RMN *'P do complexo PdT em CDCl;.
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FIGURA A37 - Espectro de RMN *C do complexo PAT em CDCl;.
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FIGURA A38 - Espectro de RMN DEPT-135 do complexo PdT em CDCls.
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FIGURA A39 - Mapa de contorno 'H-"H COSY para o complexo PdT em
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FIGURA A40 - Mapa de contorno da correlagdo 'H-"*C HSQC para o complexo
PdT em CDCls.
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FIGURA A42 - Espectro de RMN 'H do complexo PtT em CDCl;.
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FIGURA A43 - Espectro de RMN *'P do complexo PtT em CDCls.
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FIGURA A44 - Espectro de RMN '*C do complexo PtT em CDCl;.
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FIGURA A45 - Espectro de RMN DEPT-135 do complexo PtT em CDCls.
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FIGURA A46 - Mapa de contorno 'H-"H COSY para o complexo PtT em CDCl;.
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FIGURA A47 - Mapa de contorno da correlagdo 'H-*C HSQC para o complexo
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7.5 — Difracao de Raios X
TABELA A2 - Dados resultantes da técnica de Difracdo de Raios X.

Compostos CLET PdCH3;.NH PdBr.NH; PdCH3 PdCl; PdCH3:.DMSO PdBr
, ngHz‘)ClN}PPdSZ'
gr(r’gf‘r‘l‘iz CoHpCINSS, | CaHyCINSPPAS: | CosHnBrCINsPPAS; | CosHasCINGPPAS, | CagHaeCLNPPAS; | 0.5(CH3S):CysHasOSo. C27H21§]§§2CIN3P
5
Peso molecular 261.79 630.45 681.30 644.48 687.33 722.67 708.35
Temperatura 293 293 293 293 293 293 293
S.1ster.na Monoclinico Triclinico Triclinico Triclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico
cristalino
Grupo espacial P2i/c P, Py Py P2i/c P2i/n P2\/n
a.b,c(A) 1267135333((32)’ 9.6647 (5), 11.6600 9.4232 (5), 10.3959 8.8487 (4), 10.4126 12.2055 (6), 11.4184 10.9133 (4), 21.4857 }T;ggg gg’
11,0431 (4) (6), 12.2470 (6) (5), 15.0550 (7) (5), 15.8911 (7) (7),20.9996 (12) (9), 13.8175 (7) 19.0398 (5)
o B(°) 104.997 94.563 (4), 95.839 | 84.286 (4), 78.050 (4), 83.812 (4), 82.006 o o o
o B, v (%) 4) (4), 101.702 (4) 64351 (5) (4), 75.726 (4) B() 99.165 (6) B() 91.866 (4) B() 111.601 (3)
V(A% 11.9682 (8) 1337.29 (12) 1300.61 (12) 1401.06 (11) 2889.3 (3) 32382 (2) 2832.69 (14)
Z 4 2 2 2 4 4 4
F(000) 544 - 676 656 1384 1478.972 1412
Tlpo c}e Mo Ko Mo Ko Mo Ka Mo Ka Mo Ka. Mo Ka Mo Ka
radiacdo
u (mm'l) 0.64 1.03 2.59 0.99 1.14 0.93 2.39
Tamanhodo | 0.70x 0.54 x . ; 0.39 x 0.13 x 0.06 0.55 x 0.42 x 0.11 0.52 x 0.34 x 0.31 -
cristal 0.22
Rigaku XtaLAB Mini XtaLAB Mini XtaLAB Mini XtaLAB Mini
Difratometro (23“;?17;?)56) (ROW) XtaLAB Mini (ROW) (ROW) (ROW) XtaLAB Mini (ROW) (ROW)
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TABELA A3 - Informagdes complementares provenientes da técnica de Difracao de Raios X.

Compostos CLET PdCH;.NH PdBr.NH; PdCH; PdCl; PdCH;3;.DMSO PdBr
. Multi-scan . Multi-scan Multi-scan .
Multl.-scan CrysAlis PRO Multl.-scan CrysAlis PRO CrysAlis PRO Multi-scan Multl.—scan
CrysAlis PRO CrysAlis PRO . CrysAlis PRO
1.171.39.35¢ . 1.171.39.35¢ 1.171.39.35¢ CrysAlis PRO .
~ 1.171.39.35¢ : 1.171.39.35¢ (Rigaku . . . 1.171.39.35¢ (Rigaku
Corregao de : (Rigaku Oxford . : (Rigaku Oxford (Rigaku Oxford 1.171.41.93a (Rigaku . :
~ (Rigaku Oxford . . Oxford Diffraction, . . . . . ) Oxford Diffraction,
absor¢ao > . Diffraction, 2017) . Diffraction, 2017) Diffraction, 2017) Oxford Diffraction, 2017) .
Diffraction, . 2017) algoritmo de . . . 2017) algoritmo de
2017) SCALE3 algoritmo de escala SCALE3 algoritmo de escala | algoritmo de escala algoritmo de escala escala SCALE3
ABSPACK escala SCALE3 ABSPACK SCALE3 SCALE3 SCALE3 ABSPACK. ABSPACK
' ABSPACK. ) ABSPACK. ABSPACK. )
Tmin, Tmax 0.865,1.000 0.963, 1.000 0.788, 1.000 0.993,1.000 0.649, 1.000 0.841, 1.000 0.753, 1.000
N° de medidas,
independentes
e reflexdes 20718, 2633, 14562, 5816, 19504, 5687, 4831 19941, 6191, 5216 17522, 6315, 4687 103095, 7063, 6101 61158, 6191, 5075
2346 4957
observadas [/ >
26(1)]
Rint 0.025 0.018 0.028 0.036 0.037 0.045 0.032
(S“‘( ;flk))m“ 0.641 0.639 0.639 0.641 0.639 0.639 0.639
indicesde | P20 2K T IR IR g g ke as [ B R s s k2 | b7 16 ke 34 | he-18 18, k114
indexagdo ) A S —13,1=-19 19 T — 14, 1=-25—26 33,1=-21—> 22 — 14,1=-24 — 24
14 — 14 — 15 —20
2 2
R[I:VR?;(;U; ), 0'03?’009'092’ 0.036, 0.095, 1.12 0.026, 0.064, 1.04 0.032,0.072, 1.06 0.044,0.117,1.16 0.036, 0.094, 1.21 0.044, 0.108, 1.09
N° de reflexdes 2633 5816 5687 6191 6315 7063 6191
I:IO de 138 349 308 328 327 395 336
parametros
N° de restri¢des - 144 - - 0 30 4
Tratamento Par;mritro}sl de Parametros de Parametros de atomo Parametros de Parametros de Parametros de atomo H Parametros de atomo
atomo-H re(; tri(zos atomo H restritos H restritos atomo H restritos atomo H restritos restritos H restritos
Apmax, Apmin (e
A7) 0.25,-0.37 0.83, —0.69 0.57,—0.67 0.47,-0.38 0.93,-1.30 0.72,-0.49 1.50,-1.23
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7.6 — Estudo de Estabilidade em DMSO: RMN
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FIGURA A75 - Espectros de RMN de *'P do complexo PdT em DMSO-
D,O/DMEM nos tempos de 0,24 e 48h.
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FIGURA A76 - Espectros de RMN de *'P do complexo PdC1 em DMSO-
D,O/DMEM nos tempos de 0,24 e 48h.
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FIGURA A77 - Espectros de RMN de *'P do complexo PACH; em DMSO-
D,O/DMEM nos tempos de 0,24 e 48h.
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FIGURA A78 - Espectros de RMN de *'P do complexo PdBr em DMSO-
D,O/DMEM nos tempos de 0,24 e 48h.
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FIGURA A79 - Espectros de RMN de *'P do complexo PtT em DMSO-
D,O/DMEM nos tempos de 0,24 ¢ 48h.

48h

24h

Oh

160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140 -160 -180 -200 -220 -240 -260
ppm

FIGURA A80 - Espectros de RMN de *'P do complexo PtBr em DMSO-
D,O/DMEM nos tempos de 0,24 e 48h.
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FIGURA AS81 - Espectros de RMN de *'P da trifenilfosfina em DMSO-D,O.
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7.6.1 — Estudo de Estabilidade em DMSO: UV-Vis
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FIGURA AS82 - Estabilidade dos complexos em DMSO no intervalo de tempo de 0 a 72h no UV-Vis.
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7.6.2 — Estudo de Estabilidade em Acetona: UV-Vis
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FIGURA A83 - Estabilidade dos complexos em acetona no intervalo de tempo de 0 a 48h no UV-Vis.
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7.6.3 — Estudo de Estabilidade em DMSO sem luz: UV-Vis

0,3 ~
03 PdCH3
PdBr oh
370 ——0h 363 >4h
1 o
i ——48h 5 0,2
S 024 =
= \ 2 -
2 | = N\
. \ g |
= <
< 0,11 Cl—Pd\S>_N\H 0,1+ o SN
Ph,P =
2 Ph,P
0,0 T T T T T | 0,0 T T T T T ]
350 400 450 500 550 600 350 400 4350 500 550 600
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
31
0,3 5 PAT 2 PtBr
361 —0h Oh
——24h —24h
—48h ——48h
] = (.24
E 0,2 ‘E
2 [ z
= A\ S
2 S N-N 2z
< /[ H—Nu <
< 01 Cl—Pd_ /" "\ 0.1
Ph;P
0,0 T T T I 1 1 OO T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

03

Absorbancia
>
T
1

=
1

PdCl
——0h
—24h
——48h

|\

\

. C }\I‘N\
—NH

d L

8

Cl—P
Ph;P

368

0,0

0.3 q

Absorbancia
(=)
o
1

e
1

400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

350

PtT
—0Oh
——24h

368 ——48h

N
/N
Cl—}’t\s>7 NH
PhyP
il

-, .

0.0

FIGURA A84 - Estabilidade dos complexos em DMSO sem luz em 0 a 48h no UV-Vis.
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7.7 — Interacao dos complexos com o ct-DNA: espectros obtidos
por Titulacao Espectroscopica (UV-Vis)
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FIGURA AS85 - Interacdo do complexo PdCl com o ct-DNA por titulagao
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragdo do complexo
PdCl se mateve fixa 40 uM e variou-se as concentracoes do ct-DNA (4,99 uM a
49,0 uM).
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FIGURA A86 - Interacdo do complexo PdBr com o ct-DNA por titulagao
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragdao do complexo
PdBr se mateve fixa 40 uM e variou-se as concentragdes do ct-DNA (4,99 uM a
49,0 uM).

206



-0,14

0al - R2=0,9982
_ = 5l o Kb=2,03x105
0,8 ] ’ 'S ?
E -0.44 \\.\\
o 053] 1
< =
< 067 e N
0,6 ?3‘ 0,74 ey
.E _U‘S_ \\\K
2 0,94 5
«« a0 : : ; , ; ; ,
f 0.4 0,0 0.2 04 0.6 0.8 1,0 12 1.4
S 1/DNA (x107H
)
< PdCH3 —— 40,0 uM
ct-DNA—— 4,9 puM
0.2 - $9.9 uM
— 14,9 1M
19,8 uM
—24,7uM
29,6 uM
0,0 T T T T T T T T T T T T T 1 34,5 MM
250 300 350 400 450 500 550 600 —39.3uM
. —— 442 M
Comprimento de onda (nm) —— 49,0 uM

FIGURA AS87 - Interacdo do complexo PACH3 com o ct-DNA por titulagdo
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragdo do complexo
PdCH3; se mateve fixa 40 uM e variou-se as concentracdes do ct-DNA (4,99 uM
a 49,0 uM).
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FIGURA A88 - Interacio do complexo PdT com o ct-DNA por titulagdo
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragdo do complexo
PdT se mateve fixa 40 uM e variou-se as concentragdes do ct-DNA (4,99 uM a
49,0 uM).
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FIGURA A89 - Interacdo do complexo PtBr com o ct-DNA por titulagdo
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragdo do complexo
PtBr se mateve fixa 40 uM e variou-se as concentragoes do ct-DNA (4,99 uM a
49,0 uM).
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FIGURA A90 - Interagdo do complexo PtT com o ct-DNA por titulacio
espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel. A concentragao do complexo
PtT se mateve fixa 40 uM e variou-se as concentragdes do ct-DNA (4,99 uM a
49,0 uM).
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7.8 — Curva padriao obtida para os complexos pelo ensaio de
Lipofilicidade N-octanol/H.0
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FIGURA A91 — Curva padrdo proveniente do ensaio de lipofilicidade para o
complexo PdCl.
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FIGURA A92 — Curva padrao proveniente do ensaio de lipofilicidade para o
complexo PdT.
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FIGURA A93 — Curva padrdo proveniente do ensaio de lipofilicidade para o
complexo PdBr.
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FIGURA A94 — Curva padrao proveniente do ensaio de lipofilicidade para o
complexo PdCH3.
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FIGURA A95 — Curva padrdo proveniente do ensaio de lipofilicidade para o
complexo PtT.
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complexo PtBr.
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7.9 — Espectrometria de massas
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FIGURA A97 - Espectro de massas para o composto PdBr.
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FIGURA A98 - Espectro de massas para o composto PdCI.
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FIGURA A99 - Espectro de massas para o composto PdT.
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FIGURA A99 - Espectro de massas para o composto PdCHj.
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FIGURA A100 - Espectro de massas para o composto BRET.
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FIGURA A101 - Espectro de massas para o composto MET.
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FIGURA A101 - Espectro de massas para o composto TET.
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FIGURA A101 - Espectro de massas para o composto CLET.
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FIGURA A102 - Espectro de massas para o composto PtT.
7.10 — Ensaio de viscosidade

TABELA A4 — Dados resultantes do ensaio de viscosidade para o complexo PdT.

Ri* Concentragao** Volumes de solugdo estoque™**
[DNA] [C] Composto® DMSO Trisma-HCI DNA

- 0 0 0 400 3600 0

0 80 0 0 400 3550 50
0,06 80 5 20 380 3550 50
0,12 80 10 40 360 3550 50
0,18 80 15 60 340 3550 50
0,25 80 20 80 320 3550 50
0,31 80 25 100 300 3550 50
0,37 80 30 120 280 3550 50

Ri*= [complexo]/[DNA]
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